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Uber das Wirken von anionoberflichenaktiven Stoffen, 
Urethanen und Kupfersulfat auf Pilzconidien 


Von 
R. TROGER und K. HEINZ 


(Hingegangen am 24. Mérz 1961) 


lonaktive Stoffe werden zur Mikrobenvernichtung in immer gréBeren 
Mengen verwendet, seitdem die germicide Wirkung der quaterndren 
Ammoniumverbindungen erkannt wurde (zusammenfassende Darstellung 
bei VaLKo 1946). Die oberflichenaktiven Stoffe werden hauptsachlich 
als Desinfektionsmittel eingesetzt, da sie in der Praxis kaum toxisch auf 
den menschlichen Organismus wirken. Im Pflanzenschutz war ihre An- 
wendung bisher beschrankt, da die oberflachenaktiven Stoffe auf den 
Pflanzenorganen entweder nicht ausreichend hafteten oder lediglich als 
Netzmittel eingesetzt wurden. Es hat auch nicht an Versuchen gefehlt, 
das keimschadigende Wirken von kationaktiven Stoffen und Schwer- 
metallen fiir die Aufgaben des Pflanzenschutzes zu kombinieren, wobei 
auf die Arbeit von JANKE u. Kraus (1953) hingewiesen werden soll. Uber 
das Wirken von anionaktiven Stoffen in Kombination mit Schwer- 
metallen auf Pilzsporen ist in der Literatur bisher nichts Eindeutiges zu 
finden. Die vorliegenden Untersuchungen sollen deshalb helfen, diese 
Liicke zu schlieBen und gleichzeitig das Wirken des Urethans auf Pilz- 
conidien erlautern. . 


Material und Methoden 


Als Versuchspilz wurde Fusarium decemcellulare (Brick) verwendet. Die An- 
zucht erfolgte auf Malzagar (30 g Malzextrakt, 5 g Pepton, 25 g Agar auf 1 1 Lei- 
tungswasser) im Thermostaten bei 25° C. Die Conidien sind den 10 Tage alten An- 
zuchten durch Abschwemmen entnommen und vor der Anwendung toxischer 
Stoffe dreimal mit Aqua dest. gewaschen und in Aqua dest. resuspendiert worden. 
Die Keimzahl der Suspension wurde mit einer Thoma-Zahlkammer bestimmt und 
auf die verlangte Dichte eingestellt. 

Fir die Bestimmung des Wirkungsgrades der zu priifenden Verbindungen 
wurde die Fahigkeit des Versuchspilzes ausgenutzt, in Aqua dest. und bei einer cH 
zwischen px 5 und p10 normal zu keimen. Suspensionen fiir Keimversuche 
diirfen nicht mehr als 100000 Conidien/ml Aqua dest. enthalten, da sich sonst die 
Conidien auf eine noch unbekannte Art und Weise gegenseitig am Auskeimen stark 
behindern und keine genauen Keimzahlwerte ergeben (TROGER 1960a). Fiir die 
Keimversuche wurde Aqua dest. verwendet (Schalentest: 10 ml Suspension in 
Petrischalen von 7 cm Durchmesser), wobei Conidien nach einer bestimmten Zeit 
von dem Fungicid getrennt und vor dem Suspendieren dreimal mit Aqua dest. ge- 
waschen wurden. 
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Vor Auswertung der Keimversuche wurden die Testreihen etwa 20 Std bei 
26° C im Thermostaten bebriitet. Nach erfolgter Keimung sind etwa 200 Conidien 
je Probe ausgezahlt und die Zahl der gekeimten Conidien in Prozent ausgedriickt 
worden. Das zur Uberfiihrung auf andere Medien und zu Anfarbeversuchen not- 
wendige Waschen der Conidien wurde in Allihnschen Rohren G4 (von Schott, 
Jena) ausgefiihrt. 

Alle verwendeten Glasgerate waren aus Jenaer Gerateglas 20. Sie wurden 
etwa 30—45 min in Chromschwefelsaiure gereinigt, anschlieBend mit Leitungs- 
wasser abgespiilt und dann mit Aqua dest. gewaschen. 

Zum Messen der cH*+ diente Indikalpapier vom VEB Berlin-Chemie. Die 
cH+-Kinstellung der Lésungen erfolgte mit KOH oder Ca(OH),. Kupferbestim- 
mungen wurden mit Natriumdiathyldithiocarbamat und mit dem Pulfrich-Stufen- 
photometer (Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Als Kupferreagens auf zweiwertiges und 
komplexgebundenes Kupfer diente DIECA (Natriumdiathyldithiocarbamat) 
3°/jig und Diphenylearbazon (30 mg/20 ml Aqua dest.). DIECA wurde mit der 
Untersuchungsfliissigkeit 1: 1 gemischt. Diphenylcarbazon mufte erst mit 0,5 ml 
Athylalkohol (bei 30 mg Substanz) unter Erwarmen gelést werden. Die konzen- 
trierte Lésung wurde dann mit 20 ml Aqua dest. verdiinnt. Diphenylearbazon- 
losungen sind nur 3—5 Tage haltbar. 

Die Destillation des Wassers erfolgte in einer Schott-Apparatur aus Rasotherm- 
glas. Das Wasser kam also nicht mit Metallgegenstiinden in Beriithrung. Auch sonst 
wurden Metallgegenstande nicht verwendet. Lediglich die Impfése bestand aus 
Platin. 

Es wurden folgende Chemikalien benutzt: 


CuSO, - 5 H,0 (p.a.) KCl (p.a.) 

KOH (p.a.) MgCl, (p.a.) | 

Ca(OH), (p.a.) CaCl, (p.a.) VEB Berlin-Chemie 
NaCl (p.a.) | 


Natriumlaurylsulfat (NaLs) 
Mersolat (Ms) 


Tetrapropylenbenzolsulfonat VEB Fettchemie 
Natriumhexadecylsulfat Karl-Marx-Stadt 
Myristylsulfat 

Fit 


Standard-Saponin (Merck) 

Dodecylsulfonat (Chemische Werke Hiils) 
Fettalkoholathylenoxyaddukt (C;,—C,,) (Dehydag Diisseldorf) 
Leonil (Alkyldimethylbenzylammoniumchlorid) (Farbwerke Hoechst) 
Hostaphal CV (Alkylarylpolyglykolither) (Farbwerke Hoechst) 
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) (Schuchardt). 


Untersuchungsergebnisse 
1. Versuche mit anionoberflichenaktiven Stoffen 
und Kupfersulfat 
In einer Reihe von Untersuchungen (TROGER 1956, 1957, 1958, 
1960a, b, c,d; Meyer 1960a,b; Gumpert 1957; SrrRomBAcH 1958; 
SEEBER 1958 und K6uLER 1956) sind Conidien von Fusarium decem- 
cellulare bereits fiir Fungicidpriifungen verwendet worden. Das Verhalten 
der Sporen gegen Metalle wie Cu, Ag, Hg, Mn, Zn, Sn, Pb, Al, Cd und Fe 
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wurde bereits mehrmals erprobt. Auf diese Untersuchungsergebnisse 
kann deshalb hier als Vergleich zuriickgegriffen werden, da nach Ver- 
anderungen des bekanntenVerhaltens der Sporen bei Zugabe von Metallen 
nun unter dem HinfluB von anionoberflichenaktiven Stoffen gesucht 
wurde. 

Fiir die meisten Versuche dieser Abhandlung wurden Natrium- 
laurylsulfat (rein) und Mersolat (Alkylsulfonat, rein) verwendet, wobei 
zuerst die Toxicitat dieser Verbindungen gegeniiber Fusariwm-Conidien 
geprift werden mute. Fiir diese Untersuchung wurden die Conidien 
45min mit verschiedenen Konzentrationen der oberflachenaktiven 
Stoffe behandelt, anschlieBend viermal mit Aqua dest. gewaschen und 
in Keimschalen eingebracht. Die Keimproben wurden nach 20 Std 
(bei 26° C) Bebriitungsdauer ausgewertet. Dabei wurden jeweils 1000 
Conidien in jeder Probe ausgezahlt. 

Tab.1 gibt AufschluB tiber diese Untersuchungen. Beide gepriiften 
Substanzen wirkten also in einer Konzentration bis 0,1°/, kaum toxisch 
auf die Conidien. 


Tabelle 1. Die Giftigkett von Alkylsulfonat (Mersolat) und Na-laurylsulfat gegeniiber 
Conidien von Fusarium decemcellulare 
(1 - 10® Conidien/ml) 


gekeimte Conidien (ohne Zusatz) in Aqua dest.: 99°/) 


Kontrolle 
aOR Te ad «fe 2 " 
Mersolat 1 0,1 0,01 0,001 0,0001 
Gekeimte Conidien 39 91 94 96 100 
Na-laurylsulfat 1 0,1 0,01 0,001 0,0001 
Gekeimte Conidien 19 66 79 96 100 


In den folgenden Versuchen sind nun Conidien zuerst mit den anion- 
aktiven Stoffen behandelt und anschlieBend mit CuSO, (i y und 5 y/ml) 
versetzt worden. Beim Auswerten der Versuchsergebnisse ist sowohl auf 
das Keimvermégen der Sporen als auch auf den Nachweis des Metalles 
in den Conidien geachtet worden. Methodisch wurde folgendermaBen 
verfahren: 


1. Natriumlaurylsulfat (px 4,6), 0,1°/,ig, wirkte 15 min auf die Conidien 
(1 10%/ml) ein, anschlieBend wurden die Conidien dreimal mit Aqua dest. ge- 
waschen und in Kupferlésung (1 y Cu/ml Conidiensuspension) suspendiert. 

2. Natriumlaurylsulfat (0,1°/,ig) wirkte 45 min auf die Conidien (1 - 10%/ml) ein, 
die danach dreimal mit Aqua dest. gewaschen und in einer Kupferlésung (1 y Cu/ml 
Conidiensuspension) suspendiert wurden. (Fiir die weiteren Versuche wurde immer 
nach dieser Methode gearbeitet.) 


Bei diesen Untersuchungen hat sich gezeigt, da Na-laurylsulfat 
(45 min Einwirkungszeit) die Toxicitat von Cu so verstarkt, daB selbst 
Metallmengen von 1 y/ml voll letal wirkten, obwohl in den Kontrollen — 
also ohne Na-laurylsulfat — bei 1 y Cu/ml die Conidien keine Keim- 

1* 
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hinderung erfahren hatten. Aus Tab.2 sind die Keimwerte fiir die klei- 
neren Na-laurylsulfatmengen zu entnehmen. Mersolat wirkte ahnlich, 
was aus den Werten der gleichen Tabelle zu entnehmen ist. Die Ver- 
suchsergebnisse brachten zum Ausdruck, dab anionaktive Substanzen 
die Giftwirkung von Cu mafgeblich verstirken. In weiteren Unter- 
suchungen ist nun neben dem Keimverhalten der Sporen der Cu-Nach- 


Tabelle 2. Der HinfluB von Na-laurylsulfat und Mersolat (Einwirkungszeit 45 min, 
1-108 Conidien/ml) auf die Toxicitéit von 1 y Culml bei Conidien von Fusarium 


decemcellulare 
NaLS-Konzentration Gekeimte Conidien Mersolat-Konzentration Gekeimte Conidien 
nach 20 Std 
"lo "lo "lg "lo 
0,1 — 0,1 30 
0,01 65 0,01 71 
0,001 80 0,001 86 
0,0001 86 0,0001 82 
0,00001 90 0,00001 | 92 


Tabelle 3. Der EinfluB von Na-laurylsulfat auf den Cu-Nachweis in gekupferten 
Conidien von Fusarium decemcellulare 
(1 y Cu/ml, 1 - 10° Con./ml) 


Konzentration Zeit nach Kupferzugabe 
der NaLS 
0, 15’ 30 ista | 1/,8ta | 28ta 3 Std 

0,1 100 100 100 100 100 100 
0,01 6 25 30 35 37 40 
0,001 2 2 4—5 4 9 15 
0,0001 1 1 2 2 5 12 
0,00001 a = 1}! 1 2 5 


(Zahlenangaben der kupferpositiven Conidien in Prozent.) 


weis in den metallbehandelten Conidien als MaBstab der Wirkung der 
anionaktiven Substanzen gewertet worden. 

TROGER (1956 und 1960a und b) hatte beobachtet, da in kupfer- 
sulfatbehandelten Conidien von Fusarium decemcellulare erst nach einer 
bestimmten Zeit — meist nach 21/,—3 Std — das Metall mikroanalytisch 
mit Hilfe von komplexbildenden Substanzen aufzufinden war. In den 
genannten Arbeiten ist diskutiert worden, dafi entweder das in die 
Sporen eingedrungene Metall von der Conidiensubstanz komplex 
gebunden und fiir den Metallindicator eine gewisse Zeit maskiert war, 
oder aber erst die metallgeschaidigte Conidie 148t den Indicator in das 
Sporeninnere eindringen. Bei der Wirkung von 1 y Cu/ml und 1 - 106 Con./ 
ml Suspension war dabei Kupfer in den metallbehandelten Conidien 
nicht nachzuweisen. 

Wirkte nun vor dem Kupfern (1 y/ml) Na-laurylsulfat (0,1°/,, px 4,6, 
45 min) auf die Conidien ein, so war das Metall schon nach 15 min in 
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allen Conidien aufzufinden, wie aus Tab.3 hervorgeht. Natriumlaury]- 
sulfat wirkt also auch in geringeren Konzentrationen auf den Kupfer- 
nachweis. Die Zahl der kupferpositiven Conidien nimmt jedoch in der 
Zeiteinheit entsprechend der Konzentration des oberflichenaktiven 
Stoffes ab, und die Werte fiir 10-4m und 10-'m entsprechen annahernd 
den Kontrollergebnissen, wobei also nur Cu auf die Conidien einwirkte. 


Tabelle 4. Der Hinflug von Mersolat (45 min Hinwirkungszeit) auf den Kupfernach- 
wers in gekupferten Conidien von Fusarium decemcellulare 
(1 y Cu/ml; 1 - 10® Con./ml; px 4,6) 


Mersolat- Zeit von Kupferzugabe bis zum Nachweis des Kupfers 
Konz. in der Conidie 
sc 15’ 30 1 Std 2 Std 3 Std 
of 7 12 18 32 65 
0,04 4 8 11 12 25 
0,004 1 2 o 8 os 
0,00001 0 0 1 1 4 


(Zahlenangaben in Prozent.) 


Tabelle 5. Der HinfluB von Na-laurylsulfat (0,001°/,; 45 min) bet unterschiedlicher 
cH*+ auf den Cu-Nachweis in kupferbehandelten (1 y/ml) Conidien von Fusarium 


decemcellulare 
GH? der NaLS Zeit von Zugabe des Kupfers bis Kupfernachweis 
DH 15’ 10’ 1 Std 14/, Std 2 Std 3 Std 

9,2 3 5 6 td) 22 41 
7,8 3 4 5 10 19 49 
7,0 2 4 11 22 24 60 
6,3 3) vf 10 28 35 64 
spi 2 8 | 10 21 30 43 

Kontrolle 

ohne KOH 4,6 1 6 8 | 15 22 34 


(Zahlenangaben in Prozent.) 


Fiir Mersolat sind die Werte aus Tab.4 zu entnehmen. Mersolat 
hatte also einen geringeren EinfluB auf den Cu-Nachweis in Cu-behan- 
delten Conidien, doch waren bei 0,1°/, und 0,01°/, Mersolat immer noch 
bedeutend mehr Conidien kupferpositiv als in den Kontrollen. 

In weiteren Versuchen ist nun der EinfluB der cH+ auf das Wirken 
der anionaktiven Stoffe untersucht worden. Tab.5 zeigt lediglich die 
mit Na-laurylsulfat und KOH erzielten Ergebnisse. Aus ihr ist zu ent- 
nehmen, da der Kupfernachweis in den Conidien am friihesten zu fithren 
ist, wenn man sie bei einer cH*+ um py 6 bis py 7 behandelt. 
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Parallel zu diesen Versuchen wurden nach dreistiindiger CuSO,- 
Einwirkung Conidien fiir _Keimproben entnommen, die nach 20 Std 
Brutdauer (in Aqua dest.) folgende Ergebnisse brachten : 


Gekeimte Conidien cH+ der NaLS-Lésung | Gekeimte Conidien 


cH* der NaLS-Lésung 


pu "lo pH "lo 
tt LUE BE. cost sdalys, ) ask h Lisle the” EG ORR ESS Se ee eee 
9,2 5 | 6,3 / 31 
7,8 8 5,1 50 
7,0 30 4,6 65 


Wurde die cH+ mit Ca(OH), eingestellt, so konnten im Prinzip ahnliche 
Werte sowohl fiir den Cu-Nachweis als auch fiir das Keimverhalten der 
Conidien ermittelt werden. Ca(OH), wirkte lediglich auf den Nachweis 
des Cu bei Conidien, die vor dem Kupfern mit Na-laurylsulfat behandelt 
worden waren, etwas verstaérkt ein. So waren bei einer cH* von py 6,8 
nach 3 Std bereits 86°/, Conidien kupferpositiv und 32°/, hatten gekeimt. 

In allen bisher beschriebenen Versuchen war so verfahren worden, 
daB der anionaktive Stoff vor der Behandlung mit CuSO, auf die Co- 
nidien einwirkte. In weiteren Versuchen ist nun das Mersolat bzw. 
Na-laurylsulfat sofort zur kupferhaltigen Lésung gegeben worden. Die 
Ergebnisse brauchen nicht im einzelnen angefiihrt zu werden, da sie sich 
von den vorangehenden Versuchen nicht wesentlich unterscheiden. 
Die anionaktiven Substanzen beeinflussen auch das Keimverhalten 
und den Cu-Nachweis CuSO,-behandelter Conidien, wenn sie gleich- 
zeitig mit dem Metall auf die Conidien einwirken. 

In weiteren Versuchen wurde nun mit toxischen Cu-Mengen (5 y bis 
50 y Cu/ml) gearbeitet. Das Verwenden von 1 y Cu/ml — einer nicht 
toxischen Metallmenge — war zu dem Zweck erfolgt, eine Giftverstar- 
kung der Metalle durch anionaktive Stoffe zu erkennen. Arbeitet man 
sofort mit toxischen Mengen Metall, so kann sich lediglich die Zeit bis zum 
Absterben der Conidien aéndern bzw. ist das Metall in den Conidien 
schneller nachzuweisen. 

Zu den Untersuchungen mit 5 y—50 y Cu/ml und Na-laurylsulfat 
bzw. Mersolat ist nur so viel zu sagen, daB im Prinzip die gleichen Er- 
gebnisse gefunden werden, lediglich das Metall konnte in den kupfer- 
behandelten Conidien etwas eher nachgewiesen werden. Es war dabei 
wieder gleichgiiltig, ob die an sich schon toxischen Mengen Kupfer nach 
dem anionaktiven Stoff oder gleichzeitig mit ihm auf die Conidien ein- 
wirkten, 

Im folgenden sollte nun noch untersucht werden, ob Natrium- 
laurylsulfat ahnlich auf die Kupferaufnahme wirkt, wenn die Conidien 
primar eine bestimmte Zeit gekupfert und anschlieBend mit dem ober- 
flachenaktiven Stoff behandelt wurden. 
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Fur den Versuch sind die Conidien (1-10° Conidien/ml Aqua dest.) 
1 Std mit verschiedenen Kupfermengen (1 y, 5 y, 10 y) behandelt, dreimal 
mit Aqua dest. gewaschen und anschlieBend in 0,01 bzw. 0,1°/,iger 
NaLS-Lésung suspendiert worden. Auch unter diesen Versuchsbedin- 
gungen konnte wiederum festgestellt werden, daB Na-laurylsulfat die 
Nachweisbarkeit des Kupfers in der metallbehandelten Zelle beschleunigt. 
So reagierten bei 0,01°/, Na-laurylsulfat und 10 y Cu/ml bereits nach 
15 min 60°/, aller metallbehandelten Conidien kupferpositiv. Bei ver- 
starkter Anwendung des anionaktiven Stoffes konnte sofort nach 
Zugabe des oberflachenaktiven Stoffes in allen Conidien ein positiver 
Kupfernachweis gefiihrt werden. 


Natriumlaurylsulfat vermag also auch nachtraglich das von der 
Conidie adsorbierte Kupfer so zu beeinflussen, da es mit Diphenyl- 
carbazon schon nach kurzer Zeit nachgewiesen werden kann. 

Mit Mersolat waren im Prinzip ahnliche Wirkungen zu erzielen. 


Tabelle 6. Das Wirken von verschiedenen anionaktiven Stoffen auf das Keimvermégen 
der Conidien von Fusarium decemcellulare 


Gekeimte Conidien 

*/o 
Natriumhexadecylsulfat (0,1°/jig) 20 
Myristylsulfat (0,1°/,ig) 36 
Athylenoxyaddukt (0,1°/,ig) 51 
Natriumlaurylsulfat (0,1°/,ig) 60 
Tetrapropylenbenzolsulfonat (0,1°/,ig) 76 
Dodecylbenzolsulfonat (0,1°/,ig) 78 
Mersolat (0,1°/,ig) (Vergleich) 92 


Wurde als oberflachenaktive Substanz ,,Fit‘‘ verwendet (Fit ist eine 
Kombination von Na-laurylsulfat, Mersolat und anorganischen Salzen), 
so waren ahnliche Versuchsergebnisse zu erzielen wie die schon be- 
schriebenen. Fit wirkte dabei weniger verandernd als das Na-lauryl- 
sulfat allein. 

Von anderen anionischen oberflichenaktiven Stoffen wurden noch 
untersucht: Tetrapropylenbenzolsulfonat, Myristylsulfat, Natrium- 
hexadecylsulfat, Dodecylbenzolsulfonat, Athylenoxyaddukt. Zuerst 
muBte wiederum die Toxicitaét der einzelnen Stoffe auf die Fusariwm- 
Conidien gepriift werden. 

Fiir die Versuche sind die Conidien (1 - 10/ml Aqua dest.) 30 min 
mit oberflachenaktiven Stoffen (0,1°/)) behandelt, anschlieBend dreimal 
mit Aqua dest. gewaschen und in Aqua dest. suspendiert worden. Die 
Auswertung der Keimteste (bei 26° C) erfolgte nach 20 Std. Tab.6 gibt 
Auskunft iiber diese Versuchsergebnisse. 
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In Tab.7 sind weiterhin die Werte zusammengefaBt, die das Ver- 
halten der Fusariwm-Conidien widerspiegeln, als die oberflachenaktiven 
Stoffe mit Kupfer auf die Sporen einwirkten. Fiir die Versuche wurden 
die Conidien (1 - 108/ml Aqua dest.) 30 min mit den oberflachenaktiven 
Substanzen (0,1°/, und 0,01°/,) behandelt, danach dreimal mit Aqua dest. 
gewaschen und in Kupferlésung (1 y Cu/ml) iiberfihrt. 


Tabelle 7. Das Wirken von anionoberflichenaktiven Substanzen und Kupfer auf den 
Metallnachweis in Conidien von Fusarium decemcellulare 


Zeit von Kupferzugabe bis zum Kupfernachweis 


Penden °, 15 | so’ | 1 Sta 11/, Std | 2 Std | 3 Std 
Tetrapropylen- | | 
benzolsulfonat 0,1 OD eee OL 98 100 100 100 
0,01 1 1 2 4 4 18 
Myristylsulfat 0,1 100 100 100 100 100 100 
0,01 Bees a] 5 12 25 40 
Natriumhexadecy]- 
sulfat 0,1 100 100 100 100 100 100 
0,01 60 72 75 76 75 80 
Dodecylbenzolsulfonat| 0,1 ee ae 77 81 88 
0,01 1 4 8 28 35 
Athylenoxyaddukt 0,1 80 | 86 92 100 100 
0,01 3 5 6 18 30 
Kontrolle 
Kupfer 1 y/ml ohne 
anionaktive Sub- 
stanz ie 0 Liege 0 o—1 


(Kupferpositive Conidien in Prozent.) 


Wurde die cH*+ in den Versuchsansitzen mittels KOH veraindert — 
Dodecylbenzolsulfonat ist fiir die Untersuchungen verwendet worden —, 
so konnten von py 5,6 bis px 8,5 keine unterschiedlichen Werte beziiglich 
des Nachweises von Cu in den metallbehandelten Conidien festgestellt 
werden. 

Die untersuchten nicht ionogenen Stoffe — wie Saponin, Leonil 
und Hostapal CV — hatten keine bemerkenswerte Wirkung auf den 
Kupfernachweis metallbehandelter Conidien, wenn nach der iiblichen 
Methodik verfahren wurde. Auch die Giftigkeit des Cu konnte durch 
diese Substanzen nicht erhédht werden. 

AnschlieBend an diese Versuche wurde noch der Einflu8 anion- 
oberflichenaktiver Substanzen auf das Kupfer-Bindungsvermégen 
der Fusarium-Conidien durch analytische Untersuchungen der wirklich 
aufgenommenen Cu-Mengen iiberpriift. Was also mit Hilfe von Kom- 
plexbildnern in den Conidien bisher qualitativ untersucht wurde, sollte 
nun zur Kontrolle noch quantitativ gepriift werden. Methodisch ist 
dabei folgendermafen vorgegangen worden: 
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Die Conidien wurden 15 min mit Natriumlaurylsulfat (NaLS), 0,01°/,ig, be- 
handelt, anschlieBend in G,-Filtern dreimal mit Aqua dest. gewaschen und in 
Kupferlosung mit abgestuften Kupfermengen (10—20 y Cu/ml) tiberfiihrt. Nach- 
dem das Metall 2 min auf die Conidien einwirkte, wurden diese mit Hilfe von 
G,-Filtern vom Suspensionsmittel getrennt und im Suspensionsmittel das nicht 
oS cas A Kupfer bestimmt. (Na-diithyldithiocarbamat, Pulfrich-Photo- 
meter. 

Aus den in Tab.8 niedergelegten Versuchsergebnissen geht hervor, 
daB die Fusariwm-Conidien (unbehandelt) bei 6 - 10° Sporen/ml wah- 
rend der Hinwirkungszeit von 2 min 12 Cu in sich aufnahmen. Wirkte 
vorher Na-laurylsulfat auf die Conidien ein, so wurden 16 y Cu gebunden. 
Der anionoberflichenaktive Stoff verstarkte also — wenn auch nur in 


Tabelle 8. Der HinfluB von Na-laurylsulfat auf das Cu-Bindungsvermégen der 
Conidien von Fusarium decemcellulare 
(6-- 106 Con./ml) 


Menge des Kupfers, das nach 2 min Menge des Kupfers, das nach 2 min 
aieierena noch in der Suspension enthalten war, Ganakene noch in der Suspension enthalten war, 


Kupfer- in y/ml Kupfer- in y/ml 
menge - menge , 
a mit ohne A mit ohne 
aerial Na-laurylsulfat Na-laurylsulfat ey iey Na-laurylsulfat Na-laurylsulfat 
(0,01°/9) (Kontrolle) (0,01°/o) (Kontrolle) 
10 kein Kupfer | kein Kupfer 16 kein Kupfer 0,5 
12 kein Kupfer kein Kupfer 18 0,5 1,0 
14 kein Kupfer 0,3 20 1,0 2,0 


geringem Mabe — die Metallaufnahme bei Fusariwm-Conidien. Gleich- 
zeitiges Wirken von NaLS (0,01°/,) und Kupfer auf die Conidien brachte 
etwas andere Ergebnisse. Hier nahmen auch bei héheren Konzentrationen 
des Na-Laurylsulfates (0,1°/)) die Conidien weniger Metall auf. Selbst 
Anderungen der cH+ hatten keinen wesentlichen Einflu8 auf die Kupfer- 
menge, die von den Conidien in einer bestimmten Zeit adsorbiert werden 
kann, wie durchgefiihrte Versuche zeigten. 

Von Interesse waren nun noch Versuche, bei denen der anion- 
oberflachenaktive Stoff nachtraglich auf kupferbehandelte Conidien 
gegeben wurde. Wurden 0,1°/, Na-laurylsulfat angewendet, so konnten 
betrachtliche Mengen Cu (zwei Drittel) aus den metallbehandelten 
Conidien wieder ausgetrieben werden (die Keimung der Conidien anderte 
sich aber nicht), wenn der oberflachenaktive Stoff innerhalb von 30 min 
nach dem Kupfern auf die Conidien einwirkte. Kine Konzentration von 
0,01°/, Na-laurylsulfat zeigte dieses Wirken schon nicht mehr. 


2. Versuche mit Urethanund Kupfersulfat 
Die weiteren Untersuchungen befaBten sich mit dem Wirken von 
Urethanen, wobei meist mit Athylurethan gearbeitet wurde. GREEN u. 
Brosteaux (1936) sowie GREEN (1936) hatten festgestellt, daB mittels 
Athylurethan Dehydrasen narkotisiert werden kénnen. Hagen (1955) 
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schrieb, daB mit dieser Substanz Reduktionsenzyme auBer Betrieb gesetzt 
werden kénnen. Koun (1937) beschrieb Versuche mit Tyraminoxydase 
und Athylurethan. Kem u. Harter (1936) verwendeten Urethan, um 
Aminosaiureoxydase zu hemmen. 

Alle genannten Autoren arbeiteten mit ziemlich hohen Konzen- 
trationen des Urethans (0,5 m bzw. 1—5°/)), wobei nicht auszuschlieBen 
ist, daB bei dieser Anwendung von Urethan in den Organismen nicht 
einzelne Enzyme gehemmt werden, sondern daf das Urethan wie ein 
oberflichenaktiver Stoff auf die ganzen Zellen einwirkt. SEXTON (1956) 
auBerte sich beziiglich der Wirkung der Urethane auf die Zelle auch nicht 
eindeutig, wenn er ausfiihrt, daB diese Stoffe spezifisch nicht zusammen- 
hangende biologische Vorgainge beeinflussen und weniger durch ihre 
allgemeine Toxicitaét wirken. TROGER (1956) hatte gefunden, da in 
Athylurethan-behandelten und daraufhin gekupferten Conidien von 
Fusarium decemcellulare das Metall viel schneller aufzufinden war als in 
Zellen, die nicht mit Urethan versetzt wurden. Es ist damals angenom- 
men worden, da mittels Urethan die Reduktionsenzyme der Zelle 
geschadigt und dadurch das Cu in der Conidie schneller wirken kénnte. 
Ein Uberpriifen dieser These fiihrte zu dem Ergebnis, daB Urethane als 
Hemmstoff fiir Reduktionsenzyme nicht in Frage kommen kénnen, da 
fiir das Inaktivieren der Enzyme sehr hohe Konzentrationen des an- 
geblichen Hemmstoffes bendtigt werden. Die Zweifel gaben dann Anlab 
dazu, dai TrR6GER 1960 auberte: Urethane wirken nicht als spezifischer 
Enzymhemmstoff, sondern mehr in der Richtung der oberflachen- 
aktiven Stoffe. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Versuchs- 
daten, die hier in der Arbeit mit anionaktiven Substanzen (Na-lauryl- 
sulfat) beztiglich des Cu-Nachweises in metallbehandelten Sporen erzielt 
wurden. 

In weiteren Untersuchungen sollen die nun eben geduBerten Ge- 
danken iiberpriift werden. Fiir die Versuche wurde mit einer nicht- 
toxischen Kupfermenge (1 y Cu/ml Conidiensuspension) gearbeitet, mit 
der normalerweise kein Kupfernachweis in der Conidie zu erreichen war, 
wenn das Kupfer nur kurze Zeit einwirkte. 

Die Conidien (1+ 10°/ml Suspension) sind 45 min mit Urethanlésung nar- 
kotisiert, danach vom Suspensionsmittel getrennt, viermal mit Aqua dest. ge- 
waschen und in CuSO,-Lésung (1 y Cu/ml) suspendiert worden. 

Nach 60, 90 und 120 min sind Conidien aus diesem Ansatz genommen 
und beziiglich der Nachweisbarkeit des eingedrungenen Kupfers unter- 
sucht worden. Dabei zeigte sich, dal’ nach 60 min bereits 15°/), nach 
90 min 32°/, und nach 120 min 60°/, der Conidien kupferpositiv reagierten. 
In den Kontrollen ohne Urethan waren noch keine kupferpositiven 
Sporen zu finden. Von diesen narkotisierten und kupferbehandelten 
Conidien keimten auch nur 22°/, aus; die nur mit Kupfer versetzten 
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Sporen keimten zu 98°/,. Da aus diesem Versuchsergebnis gefolgert 
werden konnte, daB Urethan die Sporen stark schadigt und Kupfer 
dann in bereits tote Conidien eindringt, ist in Keimtests die Giftigkeit 
des Athylurethans auf Conidien von Fusarium decemcellulare untersucht 
worden. Gleichzeitig wurde mittels Triphenyltetrazoliumchlorid gepriift, 
ob sich Athylurethan wie ein spezifischer Reduktasehemmstoff verhiilt. 

Fiir die Versuche sind die Conidien (1 - 10%/ml Suspension) 45 min bei Zimmer- 
temperatur narkotisiert, vom Urethan getrennt und dreimal mit Aqua dest. ge- 
waschen worden (Keimproben in Aqua dest. 1 - 10° Conidien/ml). 

Aus Tab.9 sind die Ergebnisse dieses Versuches zu entnehmen. 
Sie zeigen, da Athylurethan erst bei verhaltnismaBig hohen Kon- 


Tabelle 9. Das Verhalten der Conidien von Fusarium decemcellulare 
gegeniiber Athylurethan 
(Methodik: siehe Text!) 


Urethankonzentration poi aso sae Urethankonzentration ee 
m *lo m 4 
0,1 85 0,7 49 
0,2 76 0,9 15 
0,3 68 1,0 6 
0,4 54 Kontrolle | 
0,5 ou (ohne Urethan) 98 


Tabelle 10. Der HinfluB von Athylurethan auf das Reduktionsverhalten der Conidien 
von Fusarium decemcellulare 
(Methodik: siehe Text!) 


‘ Stirke , Ps ‘ Starke 
Urethankonzentration Urethankonzentration 3 
(px 4,8) der Reduktionskraft (pu 4,8) der Reduktionskraft 
. (nach Intensitat (nach Intensitat 
mm. der Rotfarbung) m der Rotfirbung) 
0,1 +? 0,6 4 oe 
0,3 “alla 0,8 + 
0,4 53 0,9 ae 
0,5 Sites 1 0) — 


zentrationen keimhindernd wirkte, wobei die Zahl der keimenden 
Conidien kontinuierlich bei Zugabe gréBerer Mengen des Narcoticums 
abnahm. Dieses Verhalten der Conidien widerspricht eigentlich schon 
den Anschauungen iiber einen Enzymhemmstoff. 

Priift man gleichzeitig dabei mittels Triphenyltetrazoliumchlorid 
die Reduktionskraft der Conidien, so wird das eben Gesagte noch deut- 
licher. Die Ergebnisse zeigt Tab. 10. 


Fiir den Versuch sind 10 Tage alte Conidien (Keimdichte: 1 - 10° Conidien/ml 
Aqua dest.) mit Urethanlésung verschiedener Konzentration bei Zimmertemperatur 
45 min narkotisiert, anschlieSend dreimal mit Aqua dest. gewaschen und in TTC 
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(0,01°/,ig) iiberfiihrt worden. Die Konzentration des TTC muBte so niedrig gewahlt 
werden, da 0,1°/,ige TTC-Liésung auf Fusarium-Conidien bereits keimhindernd 
wirkt. Die Testreihen standen unter Lichtentzug 20 Std bei 26° C im Thermostaten. 

Bei einer Urethankonzentration von 0,7 m konnten somit, nach der 
Intensitit der Rotfarbung der Conidien zu urteilen, die starksten Re- 
duktionskrafte nachgewiesen werden. Beim Narkotisieren mit 0,9 m 
Urethan erlosch das Reduktionsvermégen der Conidien plétzlich voll- 
kommen. Dieses Verhalten gibt den Hinweis, daf Urethan nicht als 
Reduktasenhemmstoff wirken kann, da Hemmstoffe keine Stimulation 
ergeben. Da die Formazanbildung durch die Conidien bewirkt wird, 
ging daraus hervor, da Kontrollen ohne eingeimpfte Conidien (Urethan 
und TTC bei gleicher cH*) in keinem Falle eine Formazanbildung in der 
Lésung erkennen lieBen, wenn die Kulturen im Dunkeln standen. 

Die gleichen Ergebnisse zeigten sich, wenn die cH+ der Urethan- 
lésung gedndert wurde. Fiir die Versuche ist die urethanversetzte 


Tabelle 11. Das Reduktionsverhalten von Fusariwm-Conidien, die mittels Athylurethan 
bet verschiedener cH* narkotisiert wurden 
(Methodik: siehe Text!) 


a) Urethankonzentration 0,9 m b) Urethankonzentration 0,7 m 


cH* der pebiesri a, Reduktionskraft cH+ der Urethanlésung Hosni tional rate 
8,9 nicht vorhanden 9 a 
8 nicht vorhanden 8 a 
Tel nicht vorhanden pal 
6 nicht vorhanden 6 — 
4,9 nicht vorhanden 4,9 a 


Conidiensuspension (1+ 10° Con./ml) mittels KOH auf die einzelnen 
Werte eingestellt worden; anschlieBend wurden die Conidien dreimal 
mit Aqua dest. gewaschen, in Aqua dest. resuspendiert und auf ihre 
Reduktionskraft mittels TTC gepriift. 

Die Versuchsergebnisse sind aus Tab.11 zu entnehmen. Die cH* 
hatte also keinen KinfluB auf die Urethankonzentration, die zum voll- 
standigen Hemmen der Reduktionskrafte der Conidien nétig war. 

Zugabe von Neutralsalzen (0,01—0,1 m) (NaCl, KCl, CaCl,, MgCl,) 
zu der Urethanlésung wirkte ebenfalls nicht veriindernd auf den Zeit- 
punkt, bei dem eine bestimmte Urethankonzentration die Reduktions- 
krafte narkotisierte. 

Lediglich beim Behandeln der Conidien mit CaCl,-haltiger 0,9 m 
Urethanlésung (CaCl, — 0,1, 0,01 und 0,001 m) zeigten die Conidien 
noch Reduktionskrafte. Auch keimten im Vergleich zu Conidien, die 
nicht mit CaCl,-haltiger Urethanlésung narkotisiert worden waren, 
mehr Conidien aus. Zum Beispiel keimten Conidien, die 45 min mit 0,9 m 
Urethanlosung (+ 0,01 m CaCl,) narkotisiert wurden, nach 20 Std in 
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Aqua dest. zu 45°/,; im Vergleich dazu Conidien, die nur mit 0,9 m 
Urethan ohne CaCl, behandelt wurden, zu 15°/,. Wahrscheinlich vermag 
Calcium die schidigende Wirkung des Urethans in irgendeiner Weise 
zum ‘Teil aufzuheben und entgiftend zu wirken. 

In weiteren Versuchen ist abschlieB8end noch iiberpriift worden, wie 
sich das Athylurethan auf die quantitative Aufnahme des Cu bei Fu- 
sarium-Conidien auswirkt. 

Fiir diesen Versuch wurde eine 0,1 m Urethanlésung angewendet, die 
20 min auf die Conidien (6 - 10°/ml) gegeben wurde. Danach sind die 
Conidien dreimal mit Aqua dest. gewaschen, anschlieBend in Kupfer- 
sulfatlé6sung suspendiert und nach 2 min in Conidien und Suspensions- 
mittel zerlegt worden. Im Suspensionsmittel erfolete dann wieder mit 


Tabelle 12. Der Hinflup von Athylurethan auf das Cu- Binden der Conidien 
von Fusarium decemcellulare 
(Methodik: siehe Text!) 


ZLugefiigte Nach 2 min Vergleich: ohne | Zugefiigte Nach 2 min Vergleich: ohne 
Kupfer- im Filtrat Urethan- Kupfer- im Filtrat Urethan- 
menge verblieb. Kupfer behandlung menge verblieb. Kupfer behandlung 

10 kein Kupfer | kein Kupfer 16 0,5 0,5 
12 kein Kupfer kein Kupfer 18 1,0 1) 
14 kein Kupfer 0,3 20 1,5 2,0 


| 


Hilfe eines Pulfrich-Photometers und NaDDC die Bestimmung des nicht 
aufgenommenen Kupfers. 

Tab. 12 gibt die Versuchsergebnisse wieder. Aus ihr ist zu entnehmen, 
daB sich das Urethan in seinem Wirken nicht anders verhielt als Na- 
Laurylsulfat. 

Diskussion der Ergebnisse 

Die vorliegenden Untersuchungen sind ein Beitrag zum Synergismus- 
Antagonismus-Problem. Gepriift wurde einerseits das gemeinsame 
Wirken von anionaktiven Stoffen und Metallen und andererseits die 
Beziehungen zwischen sogenannten Reduktionsenzymhemmstoffen 
(Urethanen) und Metallen auf Pilzsporen. Beide Problemgruppen sind 
undurchsichtig, da wir sowohl iiber das Wirken der Metalle auf Pilz- 
sporen als auch iiber das Wirkprinzip der oberflachenaktiven Stoffe bzw. 
der Urethane nicht ausreichend unterrichtet sind. Nach GORNITz u. 
Harwnack (1951) soll man Pilzhemmungen, die durch sogenannte Netz- 
mittel hervorgerufen wurden, nicht als fungistatische oder fungicide 
Erscheinungen werten, da die anionaktiven Stoffe keine unmittelbare 
physiologische Schédigung auf den Pilz ausiiben, sondern durch ihr 
Verhalten die physikalische Beschaffenheit des Pilzes veréndern. Fiihrt 
man also Versuche durch, wobei zuerst Netzmittel und danach spezielle 
Metallfungicide auf die Pilzsporen einwirken, so priift man praktisch 
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das Wirken der Fungicide, also z.B. des Kupfers, an physikalisch ver- 
anderten Pilzsporen. Uber diese physikalischen Veranderungen der Zelle, 
die durch anionaktive Substanzen hervorgerufen wurden, gibt es eine 
Reihe von Arbeiten. 


So beschrieb Horcuxiss (1946) als erste Stufe der Wechselwirkung von ober- 
flichenaktivem Stoff und dem Mikroorganismus die Kombination vom oberflachen- 
aktiven Ion mit entgegengesetzt geladenen Teilen der Mikroorganismenoberflache. 
Ist der cytologische Schaden jedoch so gro8, da Stickstoff- und Phosphorver- 
bindungen aus der Zelle austreten kénnen, so sei eine Regeneration unméglich. 
Die Zelle wiirde dann autolysieren. Durch weiteres Eindringen oberflachenaktiver 
Stoffe sollen dann Stoffwechselenzyme denaturiert werden. 

Nach Scuwarz, Perry u. Bercy (1956) kann ein oberflichenaktiver Stoff auf 
ein Protein in folgender Weise wirken: Einmal kénnte das Protein denaturiert 
werden. Vorauszusetzen ist, daB sich beim Denaturieren nur die raumliche Kon- 
figuration des Molekiils andert, die Zwischenketten wiirden nicht gebrochen, oder 
das Protein kénnte pracipitiert werden. Zum anderen sei es méglich, daf das Protein 
mit dem oberflachenaktiven Stoff Komplexe bilde. Konjugierte Proteine wiirden 
haufig durch oberflachenaktive Stoffe getrennt. Durch EinfluB anionischer grenz- 
flachenaktiver Stoffe auf Proteine kénnen diese sogar in viscose Lésung gebracht 
werden. Von der Komplexbildung soll auch die Inaktivierung von verschiedenen 
Enzymen abhangen. 

Nach VaLKo (1946) werden die oberflachenaktiven Anionen an das Protein so 
adsorbiert, da8 ihre Kohlenwasserstoffgruppen mit den Kohlenwasserstoffgruppen 
des Proteinmolekiils in Verbindung stehen. Gleichzeitig ziehen die ionisierten 
Gruppen des oberflichenaktiven Stoffes die entgegengesetzt geladenen ionisierten 
Gruppen des Proteins an. : 

Anson (1939) zeigte, daB bei anion- und kationaktiven Stoffen die Kon- 
zentration, die notig ist, das Protei zu denaturieren, proportional dem Betrag an 
vorhandenem Protein ist. Dadurch wird die These erhartet, daf eine Kombination 
von oberflaichenaktivem Stoff und Protein stattfindet. 

Neuere Untersuchungen von Damm (1956) und FiscHEr (1958) beschaftigen 
sich ebenfalls mit dem Wirken anionaktiver Substanzen auf Mikroorganismen. 
Damm stellte fest, daB Natriumlaurylsulfat die grampositiven Bakterien selektiv 
hemmt. Er nimmt an, da die Wirkung der oberflichenaktiven Substanzen iiber die 
Besetzung der Zelloberflache (Zellmembran) geht, da dabei aber die Erniedrigung 
der Oberflachenspannung nicht von ausschlaggebender Bedeutung sei. Damit 
steht im Einklang, da® die nichtionisierten Typen praktisch keinerlei germicide 
Wirkung zeigen. Damm gibt weiterhin ein Wirken der oberflachenaktiven Stoffe 
auf Fermente (Amylasen, Lipasen) an. 

FiscHer (1958) vermutet, daB es sich um eine echte Bindung der anionober- 
flachenaktiven Substanzen an die kationaktiven Gruppen des Proteinmolekiils 
handelt, die zu wesentlichen strukturellen Verinderungen fiihrt. 


Diese Literaturzitate geben uns lediglich Auskunft iiber die Wirkung 
von oberflichenaktiven Substanzen auf Proteine und Enzyme in ganz 
allgemeiner Form; alles Deuten der gemeinsamen Wirkungen von 
anionaktiven Stoffen und fungicidwirkenden Metallen bleibt heute noch 
mehr oder weniger Spekulation. 

JANKE u. Kraus (1953) hatten festgestellt, daB bei Kombination von 
kationaktiven Stoffen und Metallen vielfach (!) eine synergistische 
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Wirkung festzustellen war, daB aber im allgemeinen durch Steigerung 
der Menge des Zusatzmittels die synergistische Wirkung Rebabeestizt 
wurde. 

Fiir anionaktive Stoffe und Kupfer beziiglich Fusariwm-Conidien 
treffen ahnliche Verhiltnisse zu. Es konnte beobachtet werden, daB 
anionaktiver Stoff, vor dem Metall zur Spore gegeben, das Giftwirken 
des Metalles verstérkt und auch den Kupfernachweis in den metall- 
behandelten Sporen verbessert. Die vorbehandelten Conidien nahmen 
in der Regel etwas mehr Metall auf als normale. Diese Versuchsergebnisse 
wiirden also die These von GOrnirz u. HARNACK (1951) bestatigen (siehe 
S. 13). Uber das Wie und Wo der Toxicititsverstirkung des Kupfers 
lassen sich aus den Versuchsergebnissen aber keine Aussagen machen. 

Vergleicht man das Wirken der anionaktiven Substanzen — wie 
Na-laurylsulfat — mit dem Wirken von Athylurethan auf die Pilzspore, 
so kommt man beziiglich der gepriiften Probleme (Menge des Wirk- 
stoffes, Metallaufnahme, Metallsichtbarkeit und Keimverhalten der 
Conidien) zur Ansicht, da beide Stoffe beinahe gleichartig die ,,phy- 
sikalische Natur“ der Pilzspore vor dem Metallangriff veranderten. 
Gleichzeitig konnte festgestellt werden, daB diese sogenannten Hemm- 
stoffe die Reduktionsenzyme der Spore bei bestimmten Konzentrationen 
stimulieren, was mit den tiblichen Anschauungen tiber Enzymhemm- 
stoffe nicht zu vereinbaren ist. Es wird hier nicht verlangt, die Urethane 
in die Gruppe der anionoberflachenaktiven Stoffe einzureihen; fiir 
weitere Arbeiten mit Athylurethan sollte man jedoch den Ausdruck 
,,Enzymhemmstoff der Reduktasen“ nicht mehr gebrauchen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 

Conidien von Fusarium decemcellulare (Brick) wurden verwendet, 
um das Wirken von anionoberflaichenaktiven Substanzen auf die Metall- 
aufnahme und das Keimvermoégen metallbehandelter Pilzsporen zu 
priifen. Die Untersuchungen haben gezeigt, daB die Sporen durch be- 
stimmte anionaktive Stoffe (Na-laurylsulfat) mehr Metall aufnehmen 
und das Metall in der Spore durch Komplexbildner leichter sichtbar 
wird. Athylurethan verhielt sich in seinem Wirken wie eine anionaktive 
Substanz und nicht wie ein spezifischer Enzymhemmstoff der Reduk- 
tasen. 
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Mit 14 Textabbildungen 
(Hingegangen am 13. Marz 1961) 


Experimentelle Befunde iiber den Chitinabbau findet man _ bei 
BENECKE (1905), FoLtpmErs (1921), JoHNson (1932), JunsEN (1932) 
(zit. nach GEHRING 1955), BENTON (1935), BucHERER (1936), ScHWEIZER 
(1948), Reynoups (1954), CharkE u. TRAcEY (1956), JEuNtAUXx (1957, 
1958, 1959a, 1959b) sowie BERGER u. REYNOLDS (1958), die mit Bak- 
terien und Streptomyceten arbeiteten. Wahrend ein Teil der genannten 
Autoren sich darauf beschrankte, festzustellen, ob der betreffende 
Organismus in einem Substrat wachsen kann, das als C- und N- Quelle 
nur Chitin enthielt, fiihrten CLARKE u. TRACEY (1956) eingehende Unter- 
suchungen tiber die Eigenschaften der Chitinase unter Verwendung 
zellfreier Praparate durch. 

Demgegeniiber dienten Pilze, vor allem fiir Untersuchungen der 
letztgenannten Art, bisher nur in wenigen Fallen als Versuchsobjekte. 
Das bedeutet nicht, da8 die Fahigkeit zum Chitinabbau unter den Pilzen 
weniger verbreitet ist. Diesbeztigliche Angaben sind zu finden bei Zopr 
(1880) (zit. nach Benton 1935), GrarD (1892), BENECKE (1905), ConTE 
u. Levrat (1907, 1909) (zit. nach GOsswaLD 1939), MrranDE (1908), 
LEFEBVRE (1934), SKINNER u. Dravis (1937), BaLpacctr (1939), Norin1r 
u. MAaTHLEIN (1944), Karztrine (1945), AsELLo (1948), LELorR u. CARDINI 
(1953) sowie HusBEr (1958). Die Angaben eines Teiles der Autoren sind 
Vermutungen, die auf Beobachtungen — z. B. der Infektion von Insek- 
ten — beruhen. 

Die erste, und anscheinend bisher auch einzige Untersuchung eines 
zellfreien, aus Pilzen gewonnenen Chitinasepraparates fiihrte TRACEY 
(1955b) durch, nachdem schon GRASSMAN u. RUBENBAUER (1931) in 
cellulolytischen Extrakten von Aspergillus niger Chitinaseaktivitat 
festgestellt hatten, ohne jedoch das Enzym naher zu untersuchen. 

DastE (1956) hat die Forschungen iiber den mikrobiellen Chitin- 
abbau zusammenfassend dargestellt und dabei einen guten Literatur- 
nachweis geschaffen. 
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Beziiglich der Lokalisation der Chitinase baw. ihrer Wirkung auf das 
unlésliche und demzufolge nichtpermeable Chitin stimmen die Aussagen 
der meisten Autoren iiberein. Die Chitinase wird in fast allen Fallen als 
ein Exoenzym bezeichnet, das in der Zelle synthetisiert wiirde und durch 
Sekretion nach auBen gelange. REyNoLps (1954), CLARKE u. TRACEY 
(1956) sowie JEUNTAUX (1958) stiitzten sich dabei offensichtlich auf die 
Tatsache, da die Chitinase in ihren Versuchen mit Bakterien und Strepto- 
myceten schon nach kurzer Zeit im Kulturfiltrat nachzuweisen war. 
Eigentliche Untersuchungen zu dieser Frage, vor allem bei Pilzen, liegen 
anscheinend noch nicht vor. Jedenfalls kann auf die Frage, ob das 
Erscheinen des Enzyms im Kulturfiltrat auf echter Sekretion oder auf 
dem lytischen Zerfall der Zellen beruht, aus der Literatur noch keine 
eindeutige Antwort gegeben werden. 

Uber den Einflu8 des Chitins auf die Chitinasebildung, also zur Frage, 
ob das Enzym konstitutiv oder auf Reize hin adaptiv entsteht, teilten 
CLARKE u. TRACEY (1956) sowie JEUNTAUX (1958) mit, da die Synthese 
des Enzyms zwar bei Anwesenheit von Chitin als Nahrsubstrat stark 
gefordert worden war, aber beim Wachstum in chitinfreier Nahrlosung 
die Extrakte und Kulturfiltrate dennoch, wenn auch geringere, chitino- 
lytische Aktivitat hatten. Sie haben deshalb die Chitinase in die Gruppe 
der konstitutiven Fermente eingeordnet. REYNOLDs (1954) dagegen kam 
bei gleichen Versuchsergebnissen — er schrieb, daB die von ihm unter- 
suchten Streptomyceten in chitinhaltigen Nahrlésungen besser gewach- 
sen waren als in einem herkémmlichen Substrat — zu der Auffassung, 
daB die Chitinase ein adaptives Enzym sei. 

Aussagen zu den beiden zuletzt gestellten Fragen beziiglich der 
Chitinase gibt es bisher nur fiir Bakterien und Streptomyceten. Die Auf- 
gabe der vorliegenden Arbeit sollte deshalb sein, neben der Untersuchung 
einiger allgemeiner Kigenschaften der Chitinase, zur Klarung der beiden 
Fragen beziiglich der Pilze beizutragen. Die Lésung dieser Probleme ist 
fiir unsere Kenntnis der Biologie der insektentétenden Pilze von einiger 
Bedeutung, weil sie unser Wissen iiber das Wesen des Infektionsvor- 
ganges sowie der Virulenz der Pilze und der Anfialligkeit ihrer Wirte 
wesentlich vertiefen wiirde. 


Experimenteller Teil 
I. Material und Methode 


Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden Einsporisolationen von zwei 
Stiimmen des Pilzes Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. aus der Stammsammlung 
unseres Institutes verwendet. Stamm / ist im Jahre 1953 aus einer Larve, 
Stamm J/ im Jahre 1958 aus einem Imago des Kartoffelkafers (Leptinotarsa 
decemlineata Say) isoliert worden. Beide wurden auf Malzextraktagar (2°/, Malz- 
extrakt und 0,5°/, Pepton in Leitungswasser) in Schrigagar-Réhrchen kultiviert. 
Morphologische und Wachstumsunterschiede konnten zwischen den beiden Stim- 
men nicht festgestellt werden. 
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Die Versuche wurden, wenn nicht anders beschrieben, als ruhende Submers- 
kulturen mit jeweils drei Parallelen ausgefiihrt. Als Grundnihrlésung diente das 
Czapek-Dox-Medium (JANKE 1946), das jedoch an Stelle der Saccharose 2°/, 
Glucose enthielt. Anderungen in der Zusammensetzung der Nihrlésung, wie sie 
nach dem Programm spezieller Versuche notwendig waren, werden bei der Be- 
schreibung der einzelnen Versuche angegeben. Die Inkubation der Versuchs- 
kulturen erfolgte bei 25—26° C. Um ein Oberflachenwachstum weitgehend zu ver- 
hindern, wurden die Kulturen im Abstand von 1—3 Tagen mit der Hand geschiittelt. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung des Chitins dienten Haut- und Deck- 
fliigel des Maikiifers sowie Krebspanzer. Letztere wurden, von Fleischresten ge- 
saubert, zunichst in einer Kugelmiihle zu Stiickchen von etwa 0,5 mm? zerkleinert. 
Die Reinigung des Chitins von Inkrusten erfolgte mit geringfiigigen Abiinderungen 
nach der bei GEHRING (1955) beschriebenen Methode von ZecuMeEIsTER. Wihrend 
das Kaferchitin nach dieser Prozedur schneeweif war, behielt das Krebschitin eine 
sahnegelbe Farbe. Beide Priparate waren vollig frei von Chitosan, was an Hand 
der Mikroreaktion von VAN WISSELINGH (PRINGSHEIM u. KriigerR 1932) nach- 
gewiesen werden konnte. Im Chitinhydrolysat (TRAcnY 1955a) konnten papier- 
chromatographisch nur Glucosamin und kaum sichtbare Spuren von anderen 
Ninhydrin-positiven Substanzen nachgewiesen werden. Das Chitin wurde den 
Nahr- und Versuchslésungen nur in der Form zugegeben, die man nach der Methode 
von BucueEreR (1936) durch Fallen aus tiberkonzentrierter kalter Salzsiure ge- 
winnen kann. Das Priparat wurde ungefroren unter Wasser im Kiihlschrank auf- 
bewahrt. Kin Aufbewahren im gefrorenen Zustand (REYNOLDS 1954) erwies sich 
als ungeeignet, weil sich das Chitin dabei aus seiner feinverteilten Form zu gréBeren 
Aggregaten zusammenballte, was sich spiiter auf die Ergebnisse der Abbauversuche 
nachteilig auswirkte. 


Die qualitative Bestimmung der Spaltprodukte des Chitins sowie der Glucose 
und der Aminosiuren erfolgte papierchromatographisch. Von der zu untersuchenden 
Lésung wurden jeweils 5 ml im Vacuum auf 0,2—0,4 ml eingeengt (Temperatur je 
nach Druck 25—35° C) und quantitativ auf das Papier (Schl. & Sch. Nr. 2043 Bm) 
aufgetragen. Fiir den Aminoséurenachweis sind die Lésungen zum Entfernen 
stérender Begleitsubstanzen mit der zehnfachen Menge 96°/,igen unvergillten 
Alkohols versetzt und der Niederschlag durch Zentrifugieren entfernt worden. Die 
Entwicklung der Chromatogramme erfolgte aufsteigend mit wassergesattigtem 
Phenol als Lésungsmittel. Zum Nachweis von N-Acetylglucosamin und Glucosamin 
wurde das Reagens von Moraan-Etson (Hats u. MacuK 1958) verwendet. Die 
Glucose wird beim Anwenden dieser Methode nur in seltenen Fallen als graublauer 
Fleck sichtbar. Sie muBte deshalb parallel zur Bestimmung der Aminozucker mit 
Anilin-Phthalsiure-Reagens nachgewiesen werden (Hats u. MaceK 1958). Zum 
Vergleich wurde auf jedes Chromatogramm eine Mischung der drei genannten 
Zucker in waBriger Losung aufgetragen. Fiir die Aminosiuren diente eine 0,2°/,ige 
athanolische Ninhydrinlésung als Nachweisreagens. Es muB erwiihnt werden, dab 
die chromatographische Trennung der Zucker auf Grund des mitunter betracht- 
lichen Gehaltes der Proben an stérenden Begleitstoffen oft sehr unvollstandig war. 
Trotzdem konnten die Aminozucker infolge ihrer spezifischen Farbreaktion mit 
Morgan-Elson-Reagens immer eindeutig identifiziert werden. Indol und 2-Carboxy- 
pyrrol, die nach Tracey (1955a) mit p-Dimethylaminobenzaldehyd — jedoch 
schon ohne vorheriges Erhitzen mit Acetylaceton — eine ahnliche Farbreaktion 
geben, konnten in den Kulturfiltraten nicht nachgewiesen werden. 

Das Trennen der Kulturfiltrate vom Pilz erfolgte durch Zentrifugieren. Zum 
Herstellen des Mycelextraktes ist das Mycel nach griindlichem Waschen mit de- 


stilliertem Wasser unter Verwendung von analysenreinem Quarzsand fein zerrieben 
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worden. Der Mycelbrei wurde zur Extraktion mit 10 ml m/15 Phosphatpuffer 
nach SORENSEN mit einer cH+ von px 5,0 sowie 20 Tropfen Toluol versetzt und 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Reinigung des Extraktes 
von den unléslichen Bestandteilen des Gemisches erfolgte durch mehrmaliges Zen- 
trifugieren. Zu den zu untersuchenden zellfreien Enzympriaparaten (Kulturfiltrat 
oder Mycelextrakt) wurde jeweils das gleiche Volumen 0,2 m Acetatpuffer mit 
einer cH+ von px 5,0 und einige Tropfen Toluol als Antiseptikum zugegeben. Die 
Versuchsgefiife sind mit einem Gummistopfen verschlossen und bei 37° C inkubiert 
worden (vgl. RryNoups 1954 und Tracey 1955b, c). 

Beziiglich der quantitativen Beurteilung der Chitinasewirkung ergaben sich 
zunichst einige Schwierigkeiten, da die allgemein gebriuchlichen Methoden zur 
Bestimmung der Abbauprodukte des Chitins, nimlich die Mikrobestimmungen 
der reduzierenden Zucker nach Brerry bzw. HAGEDORN-JENSEN (BELOSERSEI u. 
ProskuRJAKOwW 1956) und die colorimetrische Bestimmung des N-Acetylglucos- 
amins nach einer Modifikation der Methode von Mora@an u. Exson (TRAcEY 1955a) 
nicht geeignet waren. Der Fehlerbereich war bei den Kontrollversuchen meist be- 
deutend gréRer als die unter den Versuchsbedingungen zu erwartenden Unter- 
schiede im Chitinabbau. Die Fehler sind zum Teil in den Bestimmungsmethoden 
selbst begriindet (THALER 1958) oder werden durch stérende Begleitsubstanzen ver- 
ursacht (TrRacEY 1955b; GuapyscHEW 1959). Die quantitative Auswertung der 
Enzymversuche muBte deshalb zunichst auf den Vergleich der FleckengréBe und 
-intensitiit der Abbauprodukte auf den Chromatogrammen eingeschrinkt werden. 

Im Verlaufe der Untersuchungen ergab sich die Méglichkeit, das nichthydroly- 
sierte Chitin in den Versuchsansiitzen durch Triibungsmessung quantitativ zu be- 
stimmen (vgl. JEuNtTAUX 1955, 1958 sowie BrRGER u. REYNOLDS 1958). Im Gegen- 
satz zu den genannten Verfassern, die dafiir pulverisiertes Chitin verwendeten, 
wurde bei den vorliegenden Untersuchungen das schon beschriebene, in Wasser 
suspendierte Chitinpriiparat verwendet. Die Sedimentationsgeschwindigkeit der 
Chitinteilchen in der Suspension ist dabei so gering, da sie die Genauigkeit der 
Messungen nicht beeinflu8t. Die nephelometrischen Messungen wurden mit dem 
Zeiss-Pulfrich-Photometer fiir Triibungs- und Fluorescenzmessungen unter Vor- 
schalten des Filters L 2, dessen Durchlissigkeitsmaximum bei 5300 A liegt, und der 
Verwendung des Triibglases Nr.4 als Vergleichsglas durchgefiihrt. Als MeBgefiBe 
wurden Reagensgliiser mit einem inneren Durchmesser von 14 mm gewihlt. Da die 
Triibung der zu messenden Chitinsuspension immer stiirker war als die des Ver- 
gleichsglases, standen die an der Trommel des Geriites abgelesenen Werte in einem 
reziproken Verhaltnis zur relativen Triibung der Suspension. Um das Umrechnen 
der MeBwerte zu vermeiden, wurden fiir die quantitative Bestimmung des Chitins 
diese reziproken Werte zugrunde gelegt. Fiir das Aufstellen der Eichkurven sind, 
ausgehend von einer Suspension mit bekanntem Chitingehalt, 30 Standardproben 
verschiedener Konzentrationen im Bereich von 0,009—0,2 mg Chitin je Milliliter ein- 
gestellt und gemessen worden. Um den gesamten Konzentrationsbereich analytisch 
erfassen zu kénnen, muBten zwei Eichkurven aufgestellt werden und zwar fiir den 
Bereich von 0,2—0,04 mg/ml und von 0,04—0,009 mg/ml Chitin. Die Abhangigkeit 
der relativen Triibung von der Chitinkonzentration war nicht linear, 

Alle Aciditiitsmessungen wurden unter Verwendung des Ionometers nach 
LavUTENSCHLAGER bis zur cH+ von py 8 mit der Chinhydronelektrode ausgefiihrt. 


2. Der Hinflup der cH+ auf den Chitinabbau durch den lebenden 
Pilz 

Fir Bakterien wurde allgemein eine neutrale bis schwach alkalische 

Reaktion des Nahrmediums als optimal fiir den Chitinabbau angegeben 
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(BeNEcKE 1905; Brenton 1935). Bei insektentétenden Pilzen fand 
Huser (1958) fiir feste Nahrbéden eine optimale cH+ von pu 5,7, wah- 
rend der Chitinabbau in fliissigen Medien bei einer Anfangs-cH+ von 
px 7,0 am starksten war. 

Es ist jedoch zu bedenken, daB bei langdauernden Versuchen mit 
lebenden Mikroorganismen exakte Aussagen iiber die Wirkung der cH+ 
nur schwer mdglich sind. Mit einer einigermagen konstanten cHt+ 
wahrend der Dauer des Versuches kann nur im Bereich der maximalen 
Pufferkapazitat gerechnet werden. In den iibrigen Bereichen wird die 
Aciditét mehr oder weniger stark veraindert. Dagegen muB beim Ver- 
wenden verschiedener Puffergemische zunachst immer mit einem unter- 
schiedlichen Kinflu8 der Komponenten gerechnet werden. Selbst bei der 
Verwendung eines einzigen Puffersystems sind erhebliche Veranderungen 
in der Zusammensetzung der Nahrlésung, bedingt durch die verschie- 
denen Anteile der Pufferkomponenten innerhalb einer cH+-Reihe, nicht 
zu vermeiden. Aus diesen Griinden muBte die Fragestellung des Ver- 
suches im wesentlichen auf praktische Gesichtspunkte beschrankt 
bleiben. Es galt zu priifen, ob die beschriebene Nahrlésung fiir die fol- 
genden Untersuchungen ohne besondere Abainderung zum Zwecke des 
Hinhaltens einer bestimmten Aciditat verwendet werden kann. 

Die Nahrlésung, die fiir diesen Versuch verwendet wurde, muBte gegentiber 
dem beschriebenen Grundnihrmedium abgeaindert werden. Die Menge von KCl, 
MgSO, und FeSO, wurde so gewahlt, daB die Konzentration der Salze nach der 
Zugabe der Pufferlésung der Konzentration des Grundmediums entsprach. Die 
Phosphatkonzentration war ebenfalls durch die Pufferzugabe dem genannten Wert 
angeglichen (siehe unten), wobei jedoch zu beriicksichtigen ist, daB mit sinkender 
cH* der Anteil des sekundiren Na-Phosphates im Medium ansteigt. Die Glucose 
war zu 0,1°/,, NaNO, zu 0,006°/, enthalten. Der Anteil an gefalltem Chitin betrug 
1,4 mg/ml. 

Als VersuchsgefaBe dienten 100 ml-Freudenreichkélbchen, die mit je 15 ml 
Nahrlosung beschickt wurden. 

Die verschiedenen Nahrlésungen sind zunaichst mit HCl oder KOH annihernd 
auf die gewiinschte cH*+ gebracht worden und anschliefend wurden 10°/, ent- 
sprechend eingestellte m/15 Phosphatpufferlésung nach SORENSEN zugegeben. Nach 
dem Sterilisieren hatten sie eine cH* von px 5.8 (Versuchsteil I), px 6,3 (Versuchs- 
teil IT), pa 7,1 (Versuchsteil IIL) und px 7,45 (Versuchsteil IV). 

Als Impfmaterial dienten Sporen einer 10 Tage alten Kultur von Stamm J. 
Die Sporendichte betrug 3,2- 104 Sporen je Milliliter Nihrlésung. Als Kontrolle 
wurde eine unbeimpfte Nihrlésung verwendet, die eine cH* von px 5,04 hatte. 

Die Auswertung des Versuches erfolgte nach 8, 19, 32, 48 und 70 Tagen mikro- 
skopisch und in der bereits beschriebenen Weise papierchromatographisch. Gleich- 
zeitig wurde zur Kontrolle auf Fremdinfektionen von jeder Kultur eine Uber- 
impfung auf Malzagarplatten vorgenommen. In spiiteren Versuchen erwies sich fir 
diesen Zweck die mikroskopische Kontrolle als voéllig ausreichend. 

Das Aussehen des Mycels war in den Kulturen I und II bis zur 
dritten Woche normal. Nach etwa 25—30 Tagen begann die Lyse, was 
in der Vacuolisation der Zellen und dem Austreten des Zellinhaltes zum 
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Abb. 2 
Abb.1 und 2. Chitinabbau durch den Pilz B. bassiana in Abhiingigkeit von der eH+ der Nahrlésung. 
Chromatographische Darstellung der Abbauprodukte und der Glucoseaufnahme. ¢ Zeit nach dem 
Impfen in Tagen. CH Chitingehalt der Nihrlésung. [J Glucose, B{4 N-Acetylglucosamin, 


Glucosamin. Es ist zu erkennen, dafi bei schwach saurer Reaktion (Abb.1, Versuchsteil I) 

suerst Glucose und dann Chitin verbraucht werden. Bei schwach alkalischer Reaktion (Abb.2, Ver- 

suchsteil LV) werden beide Substanzen gleichzeitig, aber sehr langsam verbraucht. Die Dichte der 
Schraffierung kennzeichnet die Konzentration der Stoffe auf den Chromatogrammen 
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Ausdruck kam. In den Kulturen III und IV hatte das Mycel schon friih- 
zeitig ein ,,knorriges‘* Aussehen und auch der Verfall erfolgte schneller 
als in den anderen Kulturen. 

Die Ergebnisse des Versuches sind in den Abb. 1 und 2 dargestellt. Es sind hier 
die mit Anilin-Phthalsiiure (Glucose) und Morgan-Elson-Reagens (Aminozucker) 
behandelten Chromatogramme zeichnerisch kombiniert. Die urspriingliche Inten- 
sittit der Flecken ist durch die Dichte der Schraffierung angedeutet. Die Abnahme 
des Chitins war mikroskopisch sehr gut zu beobachten. 

Der Befund, da® der Pilz das Chitin bevorzugt im schwach sauren 
Medium abbaut, war das wesentliche Ergebnis des Versuches. 


3. Der Einflup der C-Quelle auf den Chitinabbau 
in der lebenden Kultur 

Die Ergebnisse des Versuches iiber den Einflu8 der cH+ auf den 
Chitinabbau geben auch einige Hinweise auf die Frage, wie sich der Pilz 
beziiglich des Chitinabbaues verhalt, wenn neben dem Enzymsubstrat 
auch Glucose als C- Quelle in der Nahrlésung enthalten ist, d. h. wie die 
Bildung bzw. Wirkung der Chitinase durch eine zusatzliche C- Quelle 
beeinfluBt wird. Ergebnisse zu dieser Frage wurden mitgeteilt fiir 
Chitinase bei Streptomyceten von JEUNIAUX (1958) und bei insekten- 
tétenden Pilzen von HusBeEr (1958), fiir Cellulase von BosE u. SARKAR 
(1937), JERMYN (1953), Reese u. Levison (1952), MANDELS u. REESE 
(1957), SCHAEFER (1957), NorKRANS (1957) und Lyr (1959a, b, c). Die 
Angaben kénnten fiir andere Enzyme beliebig fortgesetzt werden. 

Das allgemeine Untersuchungsergebnis aller genannten Autoren 
scheint zu sein, daB die Bildung dieser Enzyme durch eine andere 
C- Quelle neben dem Enzymsubstrat je nach der Konzentration derselben 
gehemmt wird. 

Die Ergebnisse des hier beschriebenen Versuches deuten darauf hin, 
daB der HinfluB zusatzlicher C- und N-Quellen auf den Chitinabbau 
durch B. bassiana in starkem Mae von den Aciditatsverhaltnissen des 
Mediums abhangig ist. Es zeigte sich, daB der Abbau des Chitins und 
auch der Verbrauch der Glucose sowohl im einzelnen als auch im Ver- 
haltnis zueinander von der cH+ der Nahrlosung abhangig war. Die 
Abb.1 und 2 zeigen als allgemeine Erscheinung, dab beide Substanzen 
um so langsamer verbraucht wurden, je geringer die cH+ der Nahrlosung 
war. Dariiber hinaus zeigten sich aber auch einige charakteristische 
Unterschiede. 

Im Versuchsteil I (px 5,8, Abb. 1) begann der Verbrauch der Glucose 
sehr langsam, wurde aber dann schneller als in den weniger sauren Nahr- 
lésungen, so daB die Glucose nach 19 Tagen aufgebraucht war. Der 
Chitinabbau setzte in diesem Versuchsteil erst ein, nachdem in der Nahr- 
lésung keine Glucose mehr zu finden war. Er ging aber dann schnell 
vonstatten, so da auch das Chitin nach 48 Tagen restlos hydrolysiert 
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war. Die Spaltprodukte lieBen sich nach 70 Tagen nur noch in Spuren 
nachweisen. 

In den Versuchsteilen II (px 6,3), IIT (px 7,1) und IV (px 7,45, 
Abb.2) hatte der Pilz mit steigender Alkalitaét weniger gute Entwick- 
lungsbedingungen. Er verbrauchte die Glucose langsamer und setzte 
friiher mit der Chitinhydrolyse ein, ohne daB jedoch das Chitin (in den 
Lésungen III und IV) vollig aufgebraucht wurde. Letzteres ist offenbar — 
wie noch zu zeigen sein wird — zumindest zum Teil darauf zuriickzuftih- 
ren, daB bei dieser Aciditat die Aktivitét der Chitinase relativ gering ist. 

Die papierchromatographische Auswertung der Versuchsteile IIT und IIT zeigte 
sehr deutlich Ubergiinge zwischen den in Abb.1 und 2 dargestellten Vorgiingen. 
Auf die Wiedergabe der entsprechenden Abbildungen kann verzichtet werden. 

Wie aus den bisherigen Ausfiihrungen hervorgeht, war in allen Kulturen neben 
dem N-Acetylglucosamin auch Glucosamin nachzuweisen, das eine weitere Abbau- 
stufe des Chitins ist. AuBerdem konnte in den Kulturen, die 48 und 70 Tage alt 
waren, eine Substanz beobachtet werden, die mit Morgan-Elson-Reagens unter 
Gelbfiirbung reagierte (in den Abbildungen mit ,,g°‘ bezeichnet). Der Zeitpunkt des 
Erscheinens dieser Substanz lift vermuten, daf es sich um ein Autolyseprodukt 
handelt. Die im Chromatogramm 1 zusiitzlich verzeichneten Substanzen konnten 
nicht identifiziert werden. 

Das Allgemeine im Verhalten von B. bassiana beziiglich des Chitin- 
abbaues bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose besteht demnach 
offenbar darin, daB der Pilz unter giinstigen Bedingungen, naimlich im 
schwach sauren Milieu, zuerst die Glucose verbraucht und erst dann, 
wenn diese Energiequelle erschépft ist, zur Hydrolyse des Chitins tiber- 
geht. In schwach alkalischer Nahrlésung, d.h. in einem fiir Pilze all- 
gemein ungiinstigem Milieu, erfolgen zwar Glucoseverbrauch und 
Chitinhydrolyse gleichzeitig, aber alle hier untersuchten Vorginge, die 
Chitinhydrolyse sowie die Aufnahme der Spaltprodukte des Chitins und 
der Glucose, sind mehr oder weniger stark gehemmt. AuBerdem sind die 
Versuchsergebnisse ein Hinweis dafiir, dali die Glucose fiir den Pilz ein 
besseres Substrat ist als das Chitin. Wieweit die hier geschilderten 
Erscheinungen als allgemeingiiltig betrachtet werden kénnen, miissen 
weitere Untersuchungen ergeben. Zunichst kann ihre Deutung nur auf 
der Grundlage der eingangs des Abschnittes 3 (S. 23) dargelegten Ein- 
schrinkungen erfolgen. 


4. Der HinfluB der cH+ auf die Chitinaseaktivitat 
zellfreier Enzympréiparate 

Der Versuch sollte Aufschlu8 dariiber geben, in welchem MaBe die 
cH+-Abhangigkeit in zellfreien Praparaten (Extrakten und Kultur- 
filtraten) mit den fiir die lebende Pilzkultur ermittelten Befunden iiber- 
einstimmt. 

Dariiber hinaus war in Versuchen, die noch zu beschreiben sind, 
festgestellt worden, daB die Chitinase durch 5 min langes Erhitzen im 
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siedenden Wasserbad nur zu einem geringen Teil inaktiviert worden war. 
Es galt festzustellen, ob die Hitzestabilitat eine Beziehung zur cH+ hat. 

Uber das cH+-Optimum zellfreier Chitinasepraparate gibt es in der 
Literatur folgende Angaben: Bakterien = py 5,0 (CLARKE u. TRACEY 
1956), Streptomyceten = py 5,2 (JeuNTAUX 1959b), Basidiomyceten = 
pu 5,0 (TRacry 1955b), Helix = py 5,2 (KaRReR u. FRANCOIS 1929), 
pu 4,8 (Hackmann 1954) und py 5,6 (Myers u. Norrucorn 1958), fiir 
Larven und Nymphen des Mehlkafers = pu 4,8 bis py 5,4 (JEUNIAUX 
1955). Etwas starker abweichend sind die Angaben von BERGER u. 
REYNOLDS (1958), die fiir Streptomyceten py 6,3 angaben, und YoncE 
(1938), der fiir die Chitinase bei der Ackerschnecke py 6,0 gefunden 
hatte. 

Versuche tiber die Hitzestabilitat der Chitinase hat Tracey (1955b) 
beschrieben. Er fand, daB eine meBbare Hitzeinaktivierung bereits beim 
Erhitzen der Praparate tiber 15 min bei 40° C einsetzte. Beim Erhitzen 
auf 59°C tiber den gleichen Zeitraum wurde das Enzym zu 99°/, zer- 
stort. Dagegen fand Kooman (1957), daB die Cellulase von Myrothecium 
verrucaria durch 3 min langes Erhitzen auf 100° C nur zu 81,2°/, zerstort 
worden war. Gleichzeitig stellte er fest, da die Hitzestabilitat dieses 
Enzyms eine starke Abhangigkeit von der Aciditaét und ein Maximum 
bei einer cH+ von px 7,0 hatte. 

Die Kulturfiltrate und Mycelextrakte fiir die hier zu beschreibenden Versuche 
sind aus Kulturen gewonnen worden, in denen das Mycel in einer Nahrlésung mit 
vermindertem Glucose- und NaNO,-Gehalt (1 g/l bzw. 0,1 g/l) und einem Zusatz 
von 0,05°/, Hefeextrakt (Difco) gewachsen war. Der Chitingehalt der Nahrlosung 
betrug 1 mg/ml. Als KulturgefaBe wurden 300 ml-Erlenmeyerkolben mit je 50 ml 
Nahrlésung verwendet. Die cH*+ war am Anfang der Inkubation pg 5,35, beim 
Abbruch der Kulturen nach 21 Tagen px 7,33. 

Die Verarbeitung des Mycels zum Extrakt erfolgte in der bereits beschriebenen 
Weise. Die Extraktion wurde jedoch mit 450 ml Phosphatpuffer vorgenommen, 
so daB die Menge des Extraktes der des Kulturfiltrates entsprach. 

Der Versuch ist mit sieben Aciditatsstufen, nimlich pq 2, po 3, pu 4, pr 5d, 
px 6, px 7 und px 8, in je zwei Parallelen durchgefiihrt worden. Der Chitingehalt 
der Reaktionsgemische betrug 0,1 mg/ml. Als Kontrolle wurden Proben ver- 
wendet, die nur angesiuertes Wasser bzw. Pufferlosungen von der entsprechenden 
cH+ und Chitin, aber keine Chitinase enthielten. 

Die Parallelansitze fiir die Untersuchung der Hitzestabilitét wurden nach 
dem Einstellen der gewiinschten cH+ in den Chitinaselésungen, aber noch vor der 
Zugabe des Chitins, 5 min im siedenden Wasserbad erhitzt. Die Temperatur stieg 
dabei in den Proben innerhalb der ersten 2 min auf 98° C und blieb dann bis zum 
Schlu8 unverindert. Weder hier noch in den anderen Versuchen kam es dabei zu 
einer Triibung der Lésungen, wie es z.B. durch denaturierte EiweiBe médglich 


gewesen ware. 

Weil mit einem der bisher verwendeten Puffersysteme (Phosphatpuffer nach 
SéreNsEN und Acetatpuffer) der gesamte zu priifende cH*-Bereich nicht erfabt 
werden konnte, mu§ten beide Puffergemische verwendet werden. Die cH* von 
pu 2 und px 3 lieB sich ohne Puffer genau einstellen. Fiir die cH* von pr 4 bis px 6 
muBte Acetatpuffer, fiir die beiden letzten Stufen Phosphatpuffer verwendet 
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werden. Die mittlere Abweichung von den gewiinschten cH*t-Werten betrug 
-- 0,04 pa-Einheiten. Auch durch das Erhitzen traten keine erdBeren Abweichungen 


auf. 


Je 4ml der Reaktionsgemische und drei Tropfen Toluol wurden in Reagens- 
gliser von 14mm innerem Durchmesser gegeben. Der Chitinabbau ist nephelo- 


metrisch gemessen worden. 


Wiihrend des Versuches muBte gleichzeitig gepriift werden, ob die Versuchs- 
ergebnisse eventuell durch die Verwendung der zwei verschiedenen Puffersysteme 
unterschiedlich beeinfluBt werden konnten. Es wurden deshalb in der oben beschrie- 
benen Weise Proben aus Kulturfiltrat mit den beiden Puffergemischen bei einer 
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Abb.3. cH+-Abhangigkeit der Chitinase- 
aktivitit zellfreier Enzympraparate von 
B. bassiana. F Filtrat, H Extrakt. (Die 
Kurve ist zwischen po 3 und pr 5 nur 
diinn gezeichnet, weil der Wert bei pu 4 
nicht genau bestimmt werden konnte) 
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Abb. 4. cH+-Abhiingigkeit der Hitzesta- 
bilitait zellfreier Chitinasepriparate von 
B. bassiana. FR Filtrat; EK Extrakt 


cH*+ von px5,0 in je vier Parallelen angesetzt. 
Die Unterschiede in der Geschwindigkeit des 
Chitinabbaues waren nach 14tagiger Inku- 
bation unerheblich (Triibungswerte bei Phos- 
phatpuffer 11,02°/,, bei Acetatpuffer 11,3°/)). 

Die Ergebnisse sind in den Abb.3 
und4 dargestellt. Die Kurve fiir das 
Kulturfiltrat (Abb.3, F) zeigt ein gut 
ausgepragtes Maximum bei einer cH* 
von px 5,0. Das cH+-Optimum der Chi- 
tinaseaktivitat des Extraktes (Abb. 3, 2) 
ist dagegen um eine pq-Einheit nach 
der alkalischen Seite verschoben. In 
der Abb.4 hat die Kurve fiir die cH*- 
Abhangigkeit des erhitzten Filtrates 
(FK) zwei Maxima. Demgegeniiber ist 
das erste Maximum des Extraktes (ZK) 
auch hier wieder um eine px-Kinheit 
nach alkalisch verschoben; das zweite 
Maximum tritt nicht in Erscheinung. 


Vergleicht man die bei pa 4 durch 
das Filtrat abgebaute Menge Chitin 
mit dem gleichen Wert im Falle des 
erhitzten Filtrates, so ist zu erkennen, 
daB fast genau 50°/, der Chitinase 
aktiv geblieben waren. Fiir die cH+ 
von px 7 betrug dieser Wert etwa 40°/5. 


Unerwartet war das Ergebnis des Versuches beim Vergleich des er- 
hitzten (Abb.4, HK) mit dem des nicht erhitzten Extraktes (Abb.3, Z). 
Nach den Messungen war die Enzymaktivitat bis zu 100°/, hdher als in 
den nicht erhitzten Proben. Dieser Umstand wird im Zusammenhang mit 
anderen Versuchsergebnissen noch zu besprechen sein. 

Uber die Lage des cH+-Optimums der Hitzestabilitaét kann zunachst 
noch nichts ausgesagt werden, da eines der beiden Maxima der Kurve FK 
in Abb.4 dem cH+-Optimum der enzymatischen Aktivitaét entsprechen 
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mu und eine Unterscheidung dieser beiden Optima auf Grund der Ver- 
suchsanordnung noch nicht méglich war. 


5. Der Hinflup der C-Quelle auf die Chitinasebildung und die 
Abhdngigkeit der chitinolytischen Aktivitét von Mycelextrakt 
und Kulturfiltrat vom Alter der Pilzkultur 


Dem Versuch lagen zwei verschiedene Fragestellungen zugrunde: 
1. Wird von B. bassiana die Chitinase auch dann gebildet, wenn kein 
Chitin im Nahrsubstrat enthalten ist, d. h. ist die Chitinase ein konstitu- 
tives oder ein adaptives Enzym? 2. Wird die Chitinase durch Sekretion 
in das Medium ausgeschieden, oder gibt es irgendwelche Zusammen- 
hange zwischen dem Erscheinen der Chitinase im Kulturfiltrat und den 
lytischen Prozessen in der Pilzkultur? 

Zur ersten Frage wurde das Wesentliche bereits in der Einleitung 
gesagt. 

Zur zweiten Frage liegen beztiglich der Chitinase in der Literatur 
noch keine speziellen Untersuchungen vor. Da es sich jedoch hierbei um 
ein prinzipielles Problem handelt, kénnen Arbeiten mit anderen Enzymen 
in die Betrachtungen einbezogen werden. 

So sprechen z. B. fiir die autolytische Freisetzung von Enzymen die 
Arbeiten von GorBacu u. Prrcw (1937) iiber die Protease bei Bakterien, 
von Mryer-v. GREGORY u. WARTENBERG (1958) tiber die Pectinase bei 
Erwinia phytophthora, von Lyr (1959a) iiber die Cellulase bei holz- 
zerstorenden Pilzen, von Nomura u. Hosopa (1956) tiber die Amylase 
bei Bakterien sowie von SaTomuRA, Or u. SawapA (1958) tiber die 
Lipase bei dem Pilz Sclerotinia libertiana. 

Dagegen kamen VIRTANEN u. SUOLAHTI (1938) im Gegensatz zu Gor- 
BACH u. Prrow mit dem gleichen Untersuchungsobjekt zu dem Ergebnis, 
da8 das Erscheinen der Protease im Kulturfiltrat auf echter Sekretion 
beruhe. Dariiber hinaus gibt es auch Falle, die auf Grund des Verhalt- 
nisses zwischen der Enzymaktivitaét des Filtrates und dem Wachstum 
des Pilzes zunachst noch gegen eine Beteiligung autolytischer Prozesse 
bei der Freisetzung des Enzyms sprechen. So zeigen die Untersuchungen 
von Lyr (1959a, b,c) z.B. bei der Xylanase und Amylase mitunter einen 
sehr raschen Anstieg und fast ebenso schnellen Abfall der enzymatischen 
Aktivitat des Filtrates gleich in den ersten Versuchstagen, noch ehe das 
Wachstum des Pilzes das Maximum erreicht hat. Es bleibt jedoch immer 
noch die Frage ungeklart, wie die hochmolekularen Enzyme in das 
AuBenmedium gelangen. Dieses Problem ist in den einschlagigen Arbeiten 
bisher kaum diskutiert worden. 

AuBerdem wird heute fiir eine Reihe von Enzymen die Auffassung 
vertreten, da sie primar in der Zellwand lokalisiert sind und auf nicht- 
permeable Substrate im AuSenmedium einwirken kénnen, ohne auf 


28 Lorar CLAUS: 


irgendeine Weise von der Zelle getrennt werden zu miissen (ROTHSTEIN 
1954). Auch hier miiBte aber das Erscheinen der Enzyme im Kultur- 
filtrat auf Autolyse beruhen. 

Fiir das Auswerten der Versuche ergab sich beziiglich dieses Problems 
eine gewisse Schwierigkeit. Bekanntlich wird allgemein als MaBstab fir 
autolytische Vorgiinge bei Mikroorganismen die Zu- bzw. Abnahme des 
Zelltrockengewichtes verwendet. Diese Methode konnte hier nicht 
angewendet werden, weil das ungeléste Chitin nicht vom Mycel zu tren- 
nen war. Mitunter wird bei Versuchen mit unldéslichen Substraten, z. B. 
Cellulose, an Stelle des Myceltrockengewichtes der unlésliche Stickstoff 
der Trockensubstanz gemessen (LyR 1959b). Damit lassen sich Riick- 
schliisse auf die Veranderungen des Myceltrockengewichtes ziehen. Da 
jedoch das Chitin selbst Stickstoff enthalt, war auch diese Methode fiir 
die Auswertung nicht geeignet. Es muBte deshalb ein anderes, méglichst 
einfaches Verfahren gefunden werden, daf eine ausreichende Kontrolle 
der autolytischen Prozesse in den Versuchskulturen erméglichte. Fir 
diesen Zweck eignete sich der Nachweis der Aminosaéuren im Kultur- 
filtrat. 


Es ist allgemein bekannt, daf es nach einem liingeren Wachstum zu einer 
Anreicherung von Ammoniumstickstoff im Kulturfiltrat von Mikroorganismen 
kommt. Aber auch tiber das Erscheinen von Aminosauren ist in diesem Zusammen- 
hang schon berichtet worden (Brur 1930; Hann 1936). Da in den angesetzten 
Nihrlésungen keine EiweiBstoffe enthalten waren, so muSten im Kulturfiltrat 
erscheinende Aminosiiuren, zumindest zum groBen Teil, durch Autolyse aus dem 
Pilzmycel freigesetzt worden sein. 

Es wurden zwei verschiedene Nihrlésungen verwendet: Als Nahrlésung I 
diente das Grundmedium. Die Nahrlésung II enthielt auBer den anderen Kompo- 
nenten der Grundnahrlésung nur 5 g Glucose und 0,7 g NaNO, je Liter und aufer- 
dem 1 mg/ml Chitin. Nach dem Sterilisieren hatten die Naihrlésungen eine cHt+ 
von px 5,11 (1) und 5,15 (II). 

Beimpft wurde mit den Sporen einer 14 Tage alten Kultur vom Stamm J. Die 
Sporendichte betrug 66,5 - 10? Sporen je Milliliter Nihrlésung. 

Als KulturgefaBe dienten 300 ml-Erlenmeyerkolben, die je 100 ml Nahrlésung 
enthielten. 

Nach 6, 12, 25 und 46 Tagen sind je drei Parallelen des Versuches ausgewertet 
worden. Es wurde die cH*+ gemessen und der Glucose- und Aminosiuregehalt der 
Kulturfiltrate papierchromatographisch ermittelt. Die Kontrolle der Abnahme des 
Chitins in der Nihrlésung II erfolgte wieder mikroskopisch. 


In der zweiten Phase des Versuches wurden Mycelextrakte und 
Kulturfiltrate auf ihre chitinolytische Aktivitat untersucht. 


Der Gehalt der Proben an gefilltem Chitin betrug 0,4 mg/ml. Als Antisepticum 
wurden 20 Tropfen Toluol zugegeben. 

Als Kontrollen dienten gleichartige Ansiitze, die vor der Zugabe des Chitins 
5 min im siedenden Wasserbad erhitzt worden waren. 

Als VersuchsgefaiBe wurden 100 ml-Erlenmeyerkolben verwendet. 

Nach Beendigung der 45tigigen Inkubation wurden die einzelnen Proben 
papierchromatographisch auf ihren Gehalt an Aminozucker untersucht. 
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Wahrend die Glucose in der Nahrlésung II (Abb.6) nach 25 Tagen 
nur noch in Spuren nachzuweisen war (der dunkle Fleck iiber dem Start- 
punkt enthielt lediglich Fremdsubstanzen, aber keine Glucose), war 
dieses Stadium in der Nahrlésung I (Abb.5) auf Grund des hohen 
Anfangsgehaltes an Glucose erst nach 45 Tagen erreicht. 

In voller Ubereinstimmung mit diesen Befunden steht das Erscheinen 
der Aminosaduren im Kulturfiltrat (Abb.7 und 8). Bei den Kulturen in der 
Nahrlésung IT (Abb.8) waren in den Filtraten schon nach 12 Tagen 
Aminosauren in groBer Menge 
nachzuweisen, bei den Kulturen 
mit normaler Nahrlosung (I, 
Abb. 7) jedoch erst nach 25 Tagen. 
Spater sank der Aminosaure- 
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Abb.5 und 6. Papierchromatographischer Glucosenachweis in Kulturfiltraten von B. bassiana. 
T normale Nahrlésung, JZ Nahrlésung mit Chitin und vermindertem Glucose- und NaNO,-Gehalt. 
Agla N-Acetylglucosamin 


gehalt, wahrscheinlich infolge Desaminierung, wieder ab, was gleich- 
falls aus den Abbildungen zu erkennen ist. 

Der Vergleich des Erscheinens der Aminosaéuren mit den Aciditats- 
kurven (Abb.9) zeigt, daB dem verstarkten Erscheinen der Aminosauren 
im Kulturfiltrat und der damit verbundenen Desaminierung ein starker 
Abfall der cH* folgt. 

Ein solcher Verlauf der Aciditiitskurven wurde von verschiedenen Autoren im 
Zusammenhang mit lytischen Prozessen in Fliissigkeitskulturen von Mikroorganis- 
men beschrieben, so z. B. von Brnr (1930) und Scumrpt (1936). Es ist als sicher 
anzunehmen, daB bei der EiweiBhydrolyse nicht nur die nachsten Spaltprodukte, 
die Peptide und Aminosauren, sondern auch die letzten, besonders die Ammonium- 
basen, entstehen, was eine Entsiuerung der Gesamtlésung zur Folge hat. 

Die Ergebnisse des zweiten Versuchsabschnittes, der Priifung der 
Chitinaseaktivitat in den zellfreien Enzympraparaten, sind in der Tab. 1 
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zusammengefaBt. Aus ihr ist zu erkennen, daB der Pilz nicht nur in der 
Nahrlosung II, die Chitin enthielt, sondern auch in der Nahrlosung if 
der nur Glucose und anorganischer Stickstoff, aber kein Chitin zugegeben 
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Abb. 7 Abb. 8 
Abb.7 und 8. Papierchromatographischer Nachweis von Aminosiuren im Ku!turfiltrat von 
B. bassiana. Zur Erklirung siehe Abb.5 und 6 


7 a 


0 o 12 a5 46 
t 


Abb.9. Aciditiitsiinderungen in Flissigkeitskulturen von B. bassiana. 1 normale Niahrlésung; 2 
Nahrlésung mit Chitin und yermindertem Glucose- und NaNO,-Gehalt; ¢ Alter der Kulturen in 
Tagen 


worden war, Chitinase gebildet hatte. Das bedeutet, daB die Chitinase 
bei B. bassiana grundsatzlich konstitutiv und nicht adaptiv gebildet 
wird. Die Ergebnisse dieses und auch der nachfolgenden Versuche 
machen es jedoch sehr wahrscheinlich, daB die Chitinasesynthese durch 
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die Anwesenheit von Chitin im Nahrsubstrat gefordert wurde. Eine 
endgiiltige Klaérung dieser Frage ist aber noch nicht mdglich, weil — 
wie schon eingangs dieses Kapitels erwihnt — eine exakte Bestimmung 
des Myceltrockengewichtes der Kulturen mit chitinhaltiger N ahrl6sung 
nicht méglich war und demzufolge auch nicht das Verhaltnis der enzyma- 
tischen Aktivitaét zum Mycelwachstum ermittelt werden konnte. 


Tabelle 1. Chitinaseaktivitdét im Myceleaxtrakt und Kulturfiltrat von B. bassiana in 
Abhdangigkeit vom Alter der Kultur 

— Keine Aktivitat, +++ héchste Aktivitat, I= normale Nahrlosung, II = Nahr- 

l6sung mit Chitin und vermindertem Glucose- und N. aNO,-Gehalt, HK = Extrakt, 


F = Filtrat 
Alter der Kultur I IL 
in Tagen BE | Fr E | 5 
6 ae as ue = 
12 BE me aS 
25 Par = + 
46 + +4 Ce) Le 


Ein quantitativer Vergleich der Tabellenwerte von I und IJ ist nicht moglich, 
da stets das gesamte Mycel einer Kultur extrahiert wurde, aber nur ein Teil des 
dieser Mycelmenge entsprechenden Filtrates — in diesem Falle '/,) — auf die chitino- 
lytische Aktivitaét hin untersucht werden konnte. 

Auch die Antwort auf die Frage nach der Abhangigkeit der chitino- 
lytischen Aktivitaét der zellfreien Enzympraparate vom Alter der Pilz- 
kultur kann aus der Tabelle abgeleitet werden. Es ist zu erkennen, da 
mit zunehmender Kulturdauer ein Wechsel der enzymatischen Aktivitat 
aus dem Extrakt in das Kulturfiltrat erfolgte und dieser Vorgang weit- 
gehend mit dem Erscheinen der Aminosauren in den Kulturfiltraten, 
sowie den Veranderungen der cH+ des Mediums im Einklang stand. Das 
weist auf einen Zusammenhang zwischen dem extracellularen Erscheinen 
der Chitinase und den lytischen Prozessen in der Pilzkultur hin. 


6. Der EinfluB der Néhrstoffkonzentration auf das Erscheinen 
der extracellularen Chitinase 


Wie auf Grund der oben beschriebenen Versuche angenommen werden 
kann, wird die Chitinase durch Autolyse in das AuBenmedium abgegeben. 
Dieser Vorgang mu8 von der Ernahrung der Kultur abhangig sein, weil 
die Lyse um so cher einsetzt, je schneller die Nahrstoffe erschépft sind. 
In Versuchen zur Klarung dieser Frage wurden drei verschiedene Nahr- 
substrate verwendet. 


Nahrlosung I enthielt als C- und N- Quelle 1 mg Chitin je Milliliter. Die Kon- 
zentration der iibrigen Komponenten des Grundnihrmediums war um die Halfte 


verringert. 
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Nihrlésung IT enthielt 6,6 g Glucose und 1,33 g NaNO, je Liter sowie die tibri- 
gen Salze ebenfalls in der halben Konzentration. 


Als Niahrlésung III wurde das Grundnaihrmedium (Czapek-Dox-Medium mit 
20 g/l Glucose an Stelle von Saccharose) verwendet. 


Obwohl die cH+ vor dem Sterilisieren durch Zugabe von HCl bzw. KOH in 
allen drei Nihrlésungen annihernd auf den gleichen Wert gebracht worden war 
(px 5,1 bis px 5,3), wies sie nach dem Sterilisieren groBe Unterschiede auf. Sie war 
in der Nihrlésung | = px 5,65, in der Nihrlésung IL = py 5,14, und in der Nahr- 
losung III = py 4.4. 

Beimpft wurde mit den Sporen einer 10 Tage alten Kultur von Stamm J in 
einer Dichte von 4+ 10® Sporen je Milliliter Nahrlésung. 

Als Kulturgefiife dienten 100 ml-Erlenmeyerkolben, die je 25 ml Nahrlésung 
enthielten. 


Der Versuch wurde nach 3, 8, 17 und 35 Tagen wieder so ausgewertet, dafi die 
Chitinaseaktivitat der Mycelextrakte und Kulturfiltrate nach 45tiigiger Inkubation 
mit Chitin an Hand des papierchromatographischen Nachweises der Aminozucker 
ermittelt wurde. 

Das Wachstum des Pilzes war in den einzelnen Nahrlésungen auf 
Grund des unterschiedlichen Néahrstoffgehaltes sehr verschieden. Am 
stiirksten war es in der Nahr- 
lésung IIT. Die geringste Menge Mycel 
wurde in der Nahrlésung IT gebildet, 
die zwar geringe Mengen Glucose 
und NaNO,, aber kein Chitin enthielt. 

Besonders auffallig war, daf in 
der Kultur mit der Nahrlésung I, der 
als einzige C- und N-Quelle Chitin 
zugegeben worden war, im Gegensatz 
zu den anderen Kulturen sehr lange 
oa 10 : 40 40 Zeit nach dem Impfen — auch wenn 
Abb.10. Aciditiitsveriinderungen in Fliissig- sig 7alpurem geme cere aes mubip 
keitskulturen von B. bassiana in Abhingig- gestanden hatten — kein Oberflachen- 
ideung mit Chitin; 2 Nahniéeung mit Gincose 2YCel wuchs. Das Mycel hatte sich 
und NaNO,; 7 und 2 halbe Nihrstoff- mit dem Chitin auf dem Boden der 
Saat tie oe aadte ie naan ’ KulturgefiBe abgesetzt, wahrend 

die dariiberstehende Néahrlésung 
vollig klar blieb. Das ist offensichtlich darauf zuriickzufiihren, daB der 
Pilz, zumindest zu Beginn des Wachstums, das Chitin nur hydroly- 
sieren kann, wenn sich die Hyphen in einem unmittelbaren Kontakt 
mit den Substratteilchen befinden. Dabei wurden die Spaltprodukte 
offenbar sofort von den Zellen aufgenommen ohne sich vorher im Medium 
zu verteilen. Da andere C- und N-Quellen in der Nahrlésung nicht ent- 
halten waren, konnte das Mycel notgedrungen nur auf dem sedimentier- 
ten Chitin wachsen (vgl. Bucnrrer 1936; ELspmn u. Pren 1958 sowie 
HUBER 1958). 
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Die Ergebnisse des Versuches zeigten eine groke Ubereinstimmung 
mit denen des schon beschriebenen. In den Nahrlésungen I und IT war 
schon nach 3 Tagen ein steiler Abfall der cH+ zu verzeichnen und vom 
8. Tage an blieb diese konstant (Abb. 10, Kurve 2). Nach 8 Tagen war die 
Glucose in der Nahrlésung II verbraucht. In der chitinhaltigen Nahr- 
I6sung(I) sank die cH* bis zum Ende des Versuches auf py 7,43. Der Verlauf 
der cH*-Anderungen war hier ahnlich wie in der Nahrlésung II. Das Chitin 
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Abb. 11 Abb. 12 
Abb.11 und 12. Chitinaseaktivitit in Mycelextrakten und Filtraten aus 35 Tage alten Kulturen von 
B. bassiana. 1 Nahrlédsung mit Chitin; 2 Nahrldsung mit Glucose und NaNO,; J und 2 halbe 
Nahrstoffkonzentration; 3 normale Nahrlésung; F Filtrat; #H Extrakt; FK und EK Filtrat bzw. 
Extrakt erhitzt. Die Abbildungen zeigen die chitinolytische Aktivitat der zellfreien Praparate an 
Hand des papierchromatographischen Nachweises des N-Acetylglucosamins (in der Abb.12 sind die 
Chromatogramme von HK vom Verfasser in der Reihenfolge versehentlich vertauscht worden) 


IF 


war noch bis zum 17. Tag in der Nahrlosung nachzuweisen. In der nor- 
malen, nahrstoffreichen Lésung begann der Abfall der cH* nach voran- 
gegangenem Anstieg erst nach 17 Tagen. 

Entsprechend den Aciditatsveranderungen konnten Aminosdéuren in 
den Kulturfiltraten von I und II schon nach 3 Tagen nachgewiesen 
werden. Auf Grund des sehr geringen Pilzwachstums in diesen Kulturen 
waren sie in ihrer Menge jedoch so gering, daB sie auf den Chromatogram- 
men eben noch sichtbar waren. Dagegen erschienen die Aminosaduren in 
den Kulturfiltraten ITI erst nach 17 tagiger Inkubation, also, wie in allen 
anderen Fallen, zu Beginn des Sinkens der cH*. 

Der Nahrstoffmangel kam also in den Kulturen I und IT im Vergleich 
zu der nahrstoffreichen Lésung III nicht nur durch mindere Wachstums- 
leistungen, sondern auch durch die Symptome relativ schneller Lyse, 
durch das friihere Auftreten der Aminosdéuren und durch die friihere 
Entsduerung, zum Ausdruck. 
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N-Acetylglucosamin und Glucosamin, die Hydrolyseprodukte des 
Chitins, konnten in den Kulturfiltraten nur in kaum sichtbaren Spuren 
nachgewiesen werden. Offenbar waren diese Aminozucker sofort nach 
der Hydrolyse des Chitins vom Pilz assimiliert worden. 

Bei dem Chitinabbau durch die zellfreien Enzympraparate kam es 
mit der Dauer der Pilzkultur erneut zu einer Verlagerung der enzyma- 
tischen Aktivitaét vom Mycelextrakt zum Kulturfiltrat. 


Die grote Enzymaktivitét war zu jedem Zeitabschnitt des Ver- 
suches in den Kulturen mit der chitinhaltigen Nahrlésung (I) zu finden, 
trotzdem diese ein geringes Mycelwachstum hatten. Die Extrakte und 
Filtrate 17 Tage alter Kulturen hydrolysierten das Chitin in den Ver- 
suchsgemischen fast restlos. Nach 35 Tagen Kulturdauer hatte aber nur 
noch das Filtrat diese hohe Aktivitaét, wahrend sie im Mycelextrakt 
bedeutend geringer geworden war. Diese Tatsache und der Vergleich der 
Chromatogramme (Abb.11 und 12, 1 F und 1 £) zeigt, da& zu Ende 
des Versuches der weitaus grote Teil der Chitinase im Kulturfiltrat 
enthalten war. 


Noch deutlicher wird das bei einem Vergleich der Filtrate und 
Extrakte der Kulturen, die in der chitinfreien Nahrlésung mit vermin- 
derter Nahrstoffkonzentration (II) gewachsen war. Hier war am Ende 
des Versuches im Mycelextrakt iiberhaupt keine Chitinaseaktivité! mehr 
nachzuweisen (Abb.11 und 12, 2 F und 2 #£) (der schwache Fleck auf 
diesem Chromatogramm enthielt lediglich Fremdsubstanzen und zeigte 
mit Morgan-Elson-Reagenz keine Farbung). 

Kine Mittelstellung nahmen die Kulturen ein, die in normaler Niéhr- 
lésung gewachsen waren (Abb. 11 und 12,3 Fund 3 £), hier war im Mycel- 
extrakt noch ein relativ hoher Anteil der Chitinaseaktivitaét enthalten. 

Die bereits erwaihnte Hitzestabilitét der Chitinase war auf den Chro- 
matogrammen (Abb.11 und 12, FAK und HK) eindeutig nachzuweisen. 


7. Uber die Beziehung des Erscheinens der extracelluléren 
Chitinase zum Mycelwachstum 


Im nachsten Versuch sollten die bisherigen Befunde an Hand der 
Veranderungen des Myceltrockengewichtes bestitigt werden. Die 
Grundlage dafiir war der in den zuletzt beschriebenen Versuchen 
gefiihrte Nachweis, dai die Chitinase bei B. bassiana auch in Ab- 
wesenheit des spezifischen Substrates gebildet wird. Es konnte also 
die Lyse der Hyphenzellen aus den Anderungen des Myceltrocken- 
gewichtes ermessen werden, ohne daB das unlésliche Substrat das Wagen 
storte. Gleichzeitig galt es nochmals zu iiberpriifen, ob das Erscheinen 
von Aminoséiuren im Kulturfiltrat als Ausdruck autolytischer Vorgiinge 
in der Kultur gewertet werden darf. 
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Als Nahrlésung fiir diesen Versuch diente das Grundnaihrmedium mit Glucose 
und einem Zusatz von 0,05°/, Hefeextrakt (Difco). 

Als Kulturgefi8e wurden 200 ml-Erlenmeyerkolben verwendet, die je 40 ml 
Nahrlésung enthielten. 

Die Nahrlésung hatte nach dem Sterilisieren eine cH+ von pr 5,24. 

Beimpft wurde mit den Sporen einer 3 Wochen alten Kultur von Stamm J. 

Die Auswertung des Versuches erfolgte nach 8, 14, 26, 36, 46 und 65 Tagen in 
je sechs Parallelen. Je drei Parallelen wurden fiir die Myceltrockengewichtsbestim- 
mung verwendet. Das Mycel ist griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen, im 
Trockenschrank bei 80°—90° C getrocknet und iiber Silicagel im Exsiccator ab- 
gekiihlt worden. 
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Abb.13. Abhangigkeit der Chitinaseaktivitat in Kulturfiltrat und Mycelextrakt von B. bassiana vom 
Myceltrockengewicht. —-x— cH*; -—-O— Myceltrockengewicht; ---x--- Chitinase im Filtrat; 


nm ---0--- Chitinase im Extrakt; ¢ Alter der Kulturen in Tagen 


Wie in den vergangenen Versuchen wurde die cH* der Filtrate gemessen, sowie 
der Verlauf des Glucoseverbrauches und das Erscheinen der Aminosaiuren im 
Kulturfiltrat papierchromatographisch verfolgt. 

Das Mycel der restlichen drei Parallelen wurde fiir die Herstellung der Mycel- 


extrakte verwendet. 

In die zellfreien Praparate sind 0,1 mg/ml Chitin dispergiert worden. Die genaue 
Ermittlung des Anfangsgehaltes des Chitins und die Kontrolle des Chitinabbaues 
nach 35 Tagen erfolgte nephelometrisch. 

Der Verlauf der Kurven in Abb. 13 laBt erkennen, da nach 8 Tagen, 
als das Mycelwachstum noch kraftig war, Chitinase wohl im Mycel- 
extrakt, aber nicht im Kulturfiltrat nachgewiesen werden konnte. Als 
der Mycelzuwachs dann nach 14 Tagen bedeutend geringer geworden 
war, lieB sich das Enzym auch im Kulturfiltrat nachweisen. 

In dem Abschnitt des Versuches, der dann folgte, war das Wachstum 
schwach und schwankend positiv, was auch in einer schwachen und 
unregelmaBigen Fluktuation in der Chitinaseaktivitét sowohl der 
Extrakte als auch der Filtrate zum Ausdruck kam. Nach 6—7 Wochen 
hatte die Lyse-Wachstumsbilanz schlieBlich den Nullwert erreicht, und 
die Enzymaktivitaét war sowohl in den Extrakten als auch in den Fil- 
traten stark angestiegen. 

Das Enzym ist also schon im Filtrat zu finden, bevor der Mycel- 


zuwachs auf den Wert 0 gesunken ist. Man mu8 annehmen, da die Lyse 
3% 
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in einem Teil des Mycels bereits im Gange ist, wenn in einem anderen 
Teil noch ein Zuwachs erfolgt. Wachstum und Lyse geschehen also in 
einer Kultur gleichzeitig, und was als Zuwachs festgestellt wird, ist die 
Bilanz beider Vorgange. 


Die papierchromatographische Analyse der Kulturfiltrate ergab, daB 
die Glucose der Nahrlésung erst nach 65 Tagen aufgebraucht war. 


Der Vergleich des Aminosiuregehaltes der Kulturfiltrate (Abb. 14) 
mit der Wachstumskurve in Abb. 13 zeigt, daB das Auftreten der Amino- 
siuren im Kulturfiltrat mit den 
autolytischen Prozessen in der 
Kultur in einem direkten Zu- 
sammenhang steht. Eine starke 
Zunahme des Aminosaurege- 
haltes war nach 36 Tagen fest- 
zustellen (Abb.14, 4), d.h. zu 
dem Zeitpunkt, als auch die 
Wachstumskurve  flacher zu 
verlaufen begann. In vélliger 
Ubereinstimmung mit der Ten- 
denz des Wachstums nahm 
danach die Menge der im Fil- 
trat nachzuweisenden Amino- 
sduren zu (Abb. 14, 5 und 6). 


Es mu jedoch darauf hinge- 
wiesen werden, da die Uberein- 
stimmung im Auftreten von Amino- 
sauren und Enzym im Kulturfiltrat 
Abb. 14. Papierchromatographischer Nachweis von lediglich den Zeitpunkt des Er- 
Aminosiinuren im Kulturfiltrat von 3B. bassiana. scheinens beider betrifft. Beziiglich 


Konzentration in Abhiingigkeit vom Myceltrocken- ops F ° oot 
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gewicht. Die Zahlen auf den Chromatogrammen det uantitat ergibt sich, wie in 


bezeichnen die verschieden alten Kulturen. Alter den Versuchen immer wieder beob- 
der Kulturen in der Reihenfolge der Zahlen8,  achtet werden konnte, eine ent- 


14, 26, 36, 46 und 65 Tage. Vgl. auch Abb.13 gegengesetzte Tendenz. In der nor- 


malen, chitinfreien Nahrlésung 
wurde auf Grund der gréferen Mycelmenge eine grofe Menge Aminosiuren, 
aber — wie bereits erwihnt, wahrscheinlich auch absolut gesehen — weniger 
Knzym freigesetzt als in den Substraten, die als C- und N-Quelle nur Chitin 
enthielten. Hier muBte der Anteil an freien Aminosiuren auf Grund des schlechten 
Mycelwachstums gering ausfallen. 


Die cH* hatte sich, abgesehen von einem geringen Abfall in den 
ersten 8 Tagen des Versuches und nachfolgendem Wiederanstieg, noch 
nicht wesentlich geandert. 

Dieser Versuch bestiitigte erneut den Zusammenhang zwischen dem 
Freisetzen der Chitinase und der Autolyse der Hyphenzellen. Obwohl 
hier, wie die Wachstumskurve in Abb. 13 zeigt, die Lyse schon weit fort- 
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geschritten war, hatte sie offenbar noch nicht den Grad wie in den voran- 
gegangenen Versuchen erreicht, denn die Konzentration der Amino- 
sauren in den Kulturfiltraten nahm bis zum Ende des Versuches zu, und, 
da die Desaminierung noch keinen nennenswerten Umfang erreicht 
hatte, war auch die cH* praktisch konstant geblieben. Die Tatsache, 
daf fast bis zu Ende des Versuches noch Glucose in der Nahrlosung 
enthalten war, weist darauf hin, daB8 die Lyse méglicherweise nicht nur 
durch Nahrstoffmangel, sondern auch durch autotoxische Effekte aus- 
gelost wird. 


8. Uber die Beziehung der Verinderung des extrahierbaren 
Chitinaseanteils zur Lyse der Hyphenzellen 


Wie bereits erwahnt, ist in den bisher beschriebenen Versuchen 
stets das gesamte Mycel der Kultur extrahiert und auf chitinolytische 
Aktivitét untersucht worden, waihrend vom Filtrat nur ein kleiner Teil 
geprift werden konnte. Trotzdem war aber die Chitinaseaktivitat in 
dieser kleinen Menge Kulturfiltrat oft hoéher als im entsprechenden 
Mycelextrakt. Erst mit dem Fortschreiten der Lyse nahm die enzyma- 
tische Aktivitat im Mycelextrakt, ahnlich wie im Kulturfiltrat, zu. Nach 
langer Versuchsdauer, d.h. zu einem Zeitpunkt, zu dem — wie mit 
Sicherheit angenommen werden kann — die Lyse bereits zum vorherr- 
schenden ProzeB in der Kultur geworden ist, nahm die Chitinase- 
aktivitét im Extrakt wieder ab, wahrend sie im Filtrat weiter anstieg. 

Die Erscheinung des Anwachsens und nachfolgenden Absinkens der 
enzymatischen Aktivitat der Extrakte fiihrte letztlich zu der Frage, ob 
anfangs in den Hyphen weniger Chitinase vorhanden war oder nur ein 
Teil der bereits gebildeten Chitinase extrahiert werden konnte. 

Um der Frage nachgehen zu kénnen, mute in einem Versuch 
gepriift werden, ob das Mycel nach dem Extrahieren noch chitinolytisch 
wirksam ist. 


Als Versuchsmaterial diente Mycel aus 35 (I) und 65 (II) Tage alten Kulturen 
des Versuches, der im Abschnitt 7 beschrieben ist. Das Mycel war fiir das Extra- 
hieren mit analysenreinem Quarzsand zerkleinert worden. Der Riickstand war also 
ein Gemisch von zerstérten Hyphenzellen und Quarzsand. Er wurde dreimal mit 
m/15 Phosphatpuffer (CH*+ = px 5,0) gewaschen und mit 10 ml Acetatpuffer der 
gleichen cH*, gefalltem Chitin in einer Menge von 0,1 mg/ml und einigen Tropfen 
Toluol versetzt. Als Kontrollen dienten gleichartige Ansitze, die vor der Zugabe 
des Chitins mehrmals iiber der offenen Flamme kurz aufgekocht worden waren. 

Zur Auswertung wurden die Spaltprodukte des Chitins papierchromato- 
graphisch bestimmt. Eine mikroskopische Kontrolle des Chitinabbaues war nicht 
méglich. 

Im Extraktionsriickstand von I konnte nach 45tagiger Inkubation 
eine betrichtliche Chitinaseaktivitaét nachgewiesen werden. AuBerdem 
pildete sich bei der Zugabe einer zehnfachen Menge 96°/jigen Alkohols 


ein Niederschlag aus langen farblosen Nadeln (aus 5 ml etwa 8 mg). Die 
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Vermutung, da® es sich hierbei um Glucosamin handelte, konnte nicht 
bestiitigt werden. Im Versuchsteil mit extrahiertem Mycel der 65 Tage 
alten — nicht mehr wachsenden — Kulturen (II) konnten die Spalt- 
produkte des Chitins nur noch in kaum sichtbarer Menge nachgewiesen 
werden. Es unterblieb auch die Niederschlagsbildung beim Versetzen 
mit Alkohol (vgl. dazu Abb. 13). 

In den Kontrollen von I und II wurden weder Spaltprodukte des Chitins 
festgestellt, noch kam es im Alkoholzu einer Niederschlagsbildung. 

Aus den Ergebnissen des Versuches ist zu schlieBen, da die Chitinase 
in den Hyphenzellen des jungen, wachsenden Mycels irgendwie gebun- 
den ist, so da& es nicht extrahiert werden kann. Sie mu dann mit der 
Zustandsinderung der Hyphen, die zur Lyse fiihrt, oder durch die Lyse 
selbst, aus der Bindung (Adsorption?) freigesetzt und damit extrahierbar 
werden. Mit fortschreitender Lyse tritt die Chitinase in die AuBenlésung 
tiber, so daB sie in den Hyphen schlieBlich weder extrahierbar noch 
gebunden nachgewiesen werden kann. 


9. Uber die Beziehungen zwischen der Chitinaseaktivitadt und 
der Zusammensetzung der Zellwand bei B. bassiana 


HvBER (1958) hat berichtet, daB die Zellwande einiger von ihm unter- 
suchten insektentdtenden Pilze kein Chitin enthielten, wenn die Pilze 
in einer chitinhaltigen Nahrlésung gewachsen waren. Den Nachweis 
fiihrte er mit der Methode, die vAaN WIssELINGH (1898) beschrieben hat. 
Sie besteht darin, daB das Mycel mit Glycerin auf 300° C erhitzt wird, 
wobei lediglich Cellulose und Chitin ungelést zuriickbleiben. HuBER 
stellte fest, dag bei seinen Versuchen unter diesen Bedingungen die Zell- 
wande der Pilze véllig aufgelést wurden, was bedeutet, daB weder 
Chitin noch Cellulose in der Zellwand enthalten sein konnten. Weil 
dagegen die Zellwiinde Chitin enthielten, wenn die Pilze in chitinfreier 
Nahrlésung gewachsen waren, kam er zu der SchluBfolgerung, daB der 
Pilz adaptiv Chitinase bilde, wenn er von chitinhaltigem Substrat lebe, 
und daB er deshalb in solchem Falle seine Zellwand in anderer Art 
chemisch aufbauen miisse, weil sie sonst von der zelleigenen Chitinase 
angegriffen und zerstort werde. Da vorgesehen war, die von HuBER mit- 
geteilten Befunde fiir eine Reihe von Versuchen als methodische Grund- 
lage zu verwenden, muBte gepriift werden, wie weit sie geeignet sind, zu 
sicheren Aussagen iiber Fragen der Enzymadaption und der Chitinase- 
wirkung zu gelangen. 

Ks ist zunichst notwendig, auf einige Probleme des qualitativen Chitin- 
nachweises hinzuweisen. Hinige Jahrzehnte galt die von vAN WISSELINGH (1898) 
ausgearbeitete Mikroreaktion als Standardmethode fiir den qualitativen Chitin- 
nachweis (siehe auch PrrnasHEem u. Kriicer 1932). Das Chitin wird dabei durch 


Erhitzen mit KOH in Chitosan iiberfiihrt, das sich bei Behandlung mit Jod und 
verdiinnter Schwefelsiure rotviolett firbt. 
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Die Spezifitit dieser Reaktion ist erstmalig von Frey (1950) angezweifelt 
worden. FREY meinte, daB das Chitosan chemisch noch nicht ausreichend definiert 
und demzufolge iiber seine Reaktionsweisen noch keine sichere Aussage méelich 
sei. Zum anderen ist nach seiner Meinung die Jodfiirbung als Adsorptionsreaktion 
nicht so spezifisch, dai das Chitin mit ihr eindeutig identifiziert werden kann. Als 
einzig sichere Methode empfahl er die réntgenanalytische Bestimmung des Chitins. 
ORR (1954) sowie HELLER, Cuaus u. Huser (1959) konnten zeigen, daB das Infra- 
rotabsorptionsspektrum des Chitins spezifisch und deshalb fiir eine einwandfreie 
Identifizierung des Chitins geeignet ist. Nicht bezweifelt wurde bisher das Verfahren, 
Chitin bzw. Cellulose durch Erhitzen mit Glycerin von anderen Zell- und Zellwand- 
bestandteilen zu trennen. Nach dieser Vorbehandlung mu dann lediglich noch 
gepriift werden, ob es sich bei dem ungelésten Riickstand um Cellulose oder Chitin 
handelt. Wenn der Riickstand zudem noch sorgfaltig gewaschen wird, dann diirften 
kaum noch irgendwelche Substanzen anwesend sein, die durch eine der genannten 
Mikroreaktion ahnlichen Farbung mit Jod die Versuchsergebnisse verfiilschen 
k6énnten. 

In den eigenen Versuchskulturen war die Mycelmenge zu gering, um daraus 
noch Chitin fiir die réntgenanalytische oder infrarotspektrographische Bestimmung 
gewinnen zu kénnen. Aus diesem Grunde wurde das Reinigungsverfahren mit der 
mikrochemischen Methode von vAaN WiIssELINGH kombiniert. Die geringe Menge 
Mycel der Versuchskulturen ist zusammen mit Glycerin in kleinen Glasréhrchen, 
die sich in dicht verschraubten Stahlkapseln befanden, im Sandbad auf 300° C 
erhitzt und der ungeléste Riickstand nach dem Abkiihlen mehrmals mit Alkohol 
und mit dest. Wasser gewaschen worden. 

Zur Uberfiihrung des Chitins in Chitosan wurde das Praparat dann in konzen- 
trierte Kalilauge eingebracht, in Glasréhrchen eingeschmolzen und im Trocken- 
schrank mindestens 30 min auf 160° C erhitzt. 

Das Chitosan wurde nach mehrmaligem Waschen mit 96°/,igem Alkohol auf 
dem Objekttriger mit KJ,-Lésung versetzt, unter deren EinfluB das Praparat eine 
braune Farbung annahm. Nach einer Einwirkungszeit von etwa 5 min konnte die 
Jodlésung durch 2°/,ige Schwefelsiiure ersetzt werden. Hatte die Zellwand Chitin 
enthalten, dann schlug jetzt die Farbe in ein kraftiges Rotviolett um. 


Zur Priifung auf Cellulose wurde das Praparat anschlieBend mit konz. Schwefel- 
sdure versetzt. War Cellulose vorhanden, dann muBte sie sich blau farben, wahrend 
das gefarbte Chitosan dabei unter Bildung von braunen Schlieren aufgelést wurde. 

Die Versuche wurden mit Mycelien von Stamm J, die verschieden kultiviert 
worden waren, und aus verschieden alten Kulturen stammten, durchgefiihrt. 
Als Kontrolle diente Mycel, das in der normalen Grundnahrlésung gewachsen war. 


Versuch 1 

Die Nahrlésung enthielt neben 1,4 mg/ml Chitin 0,1°/, Glucose und 
0,06°/, NaNO,. Die Kulturen waren nach 21/, Monaten abgebrochen worden. 
Sie enthielten nach dieser Kulturdauer kein Chitin mehr in der Nahr- 
losung. 

Sowohl in den Versuchsproben als auch in den Kontrollen konnten 
in den durch die Glycerinbehandlung erhaltenen Préparaten und nach 
dem Erhitzen mit KOH bei der mikroskopischen Untersuchung Hyphen 
erkannt werden, die zwar durch die Behandlung stark geschrumpft 
waren, aber ihre Form beibehalten hatten. Die Mikroreaktion gab in 
beiden Fallen eine eindeutig erkennbare Rotviolettfirbung der Zell- 
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wiande, die sich nach Zugabe von konz. Schwefelsiure ohne Blaufaérbung 
sofort auflésten. 


Versuch 2 


In den Kulturen von Versuch 1 konnte infolge des Gehaltes an 
Glucose und NaNO, Oberflichenmycel gebildet worden sein, das, da es 
mit dem sedimentierten Chitin keinen unmittelbaren Kontakt hatte 
und vielleicht deshalb nicht zur Chitinasebildung angeregt wurde, 
Chitin in den Zellwanden enthielt. 

Fiir den zweiten Versuch wurde deshalb eine Nahrlésung verwendet, 
der als einzige C- und N- Quelle Chitin zugegeben worden war. Das Alter 
der verwendeten Kulturen betrug knapp 6 Monate. Der Pilz hatte nach 
dieser Kulturdauer das Chitin der Nahrlésung restlos hydrolysiert. 

Das Ergebnis war das gleiche wie in Versuch 1. Sowohl nach der 
Glycerinbehandlung als auch der Uberfiihrung des Chitins in Chitosan 
waren die Hyphen in beiden Praparaten deutlich zu erkennen und gaben 
mit KJ,-Lésung und 2°/,iger Schwefelsiure die Chitosanreaktion. Auch 
hier war der Cellulosenachweis negativ. 


Versuch 3 


In den Kulturen des Versuches 2 konnte die Nahrlésung, nachdem 
das Chitin hydrolysiert worden war, noch Aminozucker enthalten und 
durch weiteres Mycelwachstum Hyphen mit chitinhaltigen Zellwinden 
gebildet worden sein. Es wurde deshalb noch ein dritter Versuch unter- 
nommen. 

Die verwendete Nahrlésung war die gleiche wie im Versuch 2. Die 
Untersuchung des Mycels erfolgte nach 10 Tagen, als in der Nahrlésung 
noch reichlich Chitin enthalten war. Spaltprodukte des Chitins konnten 
im Kulturfiltrat papierchromatographisch nur in Spuren nachgewiesen 
werden. Oberflachenmycel war in den Kulturen mit chitinhaltiger 
Nahrlésung nicht gebildet worden. 

Der Versuch bestatigte die Ergebnisse der Versuche 1 und 2, womit 
bewiesen ist, daB die Zellwande von B. bassiana unabhingig davon, ob 
der Pilz in einer chitinfreien oder chitinhaltigen Nihrlésung gewachsen 
war, Chitin enthalten. 


Besprechung der Ergebnisse 

Die Versuche zur vorliegenden Abhandlung sollten folgende zwei 
Fragen beantworten: 

1. Ist die Chitinase des insektentétenden Pilzes B. bassiana (Bals.) 
Vuill. konstitutiver oder adaptiver Natur? 

2. Ist die extracellulire Chitinhydrolyse, die der Pilz in chitinhaltigen 
Nahrlésungen verursacht, die Folge einer Sekretion der Chitinase oder 
des Freiwerdens des Enzyms durch Lyse der Hyphenzellen? 
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Die Ergebnisse der Versuche zeigten, da8 der Pilz nicht auf Chitin 
als C- und N- Quelle angewiesen ist. Er wachst viel besser, wenn man ihm 
Glucose und mineralischen Stickstoff bietet. Werden ihm unter sonst 
optimalen Bedingungen beide Substrate gleichzeitig geboten, dann ver- 
wertet er zuerst den Zucker und beginnt nachher erst das Chitin anzu- 
greifen. Irgendein Mangel oder auch andere wachstumshemmende Um- 
stande — in den zuerst beschriebenen Versuchen traf der siureliebende 
Pilz auf eine zu niedrige cH+ — veranlassen ihn offensichtlich zur extra- 
cellularen Chitinhydrolyse. Er verbraucht dann bei relativ geringem 
Wachstum neben der Glucose gleichzeitig Chitin. 

Im Filtrat der Kulturen des Pilzes kann auch dann Chitinase nach- 
gewiesen werden, wenn das Substrat kein Chitin enthalt. Die Chitinase- 
aktivitat der Filtrate dieser Kulturen ist um so gréBer, je mehr der Pilz 
in seinem Wachstum gehemmt ist. Die Bildung der Chitinase ist also bei 
B. bassiana grundsatzlich davon unabhangig, ob dem Pilz Chitin geboten 
wird oder nicht, sie ist somit konstitutiv und nicht adaptiv. Zwar deutet 
vieles darauf hin, daB die Enzymsynthese unter dem HinfluB des Chitins 
gefordert wird, jedoch konnte diese Frage experimentell noch nicht 
eindeutig beantwortet werden. 

B. bassiana bildet die Chitinase schon wahrend des Wachstums in 
den Hyphenzellen. Sind die Bedingungen in der Kultur giinstig und das 
Wachstum ungehemmt (log-Phase), dann bleibt das Enzym so in den 
Zellen gebunden, da es nicht oder nur gering extrahierbar ist. Schon 
nach relativ kurzer Kulturdauer, aber vor allem dann, wenn eine Hem- 
mung des Wachstums einsetzt (Ausklang der log-Phase) und die ersten 
Anzeichen der Lyse auftreten, wird die Bindung der Chitinase in den 
Zellen gelést oder zumindest gelockert, und das Enzym wird extrahierbar. 
Zur gleichen Zeit kann auch in den Kulturfiltraten Chitinaseaktivitat 
nachgewiesen werden. Mit zunehmender Hydrolyse steigt die Menge der 
extracellularen Chitinase, wahrend der extrahierbare und der im Extrak- 
tionsriickstand nachweisbare — also an Zellstrukturen gebundene — 
Anteil geringer wird. 

Der Umstand, daB die Chitinase schon relativ friih im Kulturfiltrat 
erscheint, lat die Vorstellung aufkommen, daB das Freisetzen des 
Enzyms die Folge einer Sekretion ist. Alle Ergebnisse der hier beschrie- 
benen Versuche sprechen jedoch gegen diese Vorstellung. Es muB viel- 
mehr die SchluBfolgerung gezogen werden, da das Erscheinen der 
Chitinase in den Kulturfiltraten von B. bassiana das Ergebnis einer 
Lyse von Hyphenzellen ist. Unter ungiinstigen Bedingungen kommt es 
an einigen — zundchst wahrscheinlich nur sehr wenigen — Stellen des 
Mycels zu einem autolytischen Zerfall von Zellen, und die freigesetzte 
Chitinase hydrolysiert nunmehr das Chitin, dessen Spaltprodukte das 
Wachstum der iibrigen Hyphen begiinstigen. In diese Vorstellung fiigen 
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sich auch die Befunde iiber die Hitzestabilitait und die cH*+-Abhangigkeit 
der Aktivitat der zellfreien Chitinasepraiparate ein, deren Deutung zu- 
nachst noch schwierig erschien. Wie bereits beschrieben, kam es durch 
das Erhitzen zu einer bedeutenden Erhéhung der chitinolytischen 
Aktivitiit im Mycelextrakt. Daraus ergibt sich eine Parallele zu den 
Ergebnissen von Etson (1959). Er stellte fest, daB die Ribonuclease 
und Desoxyribonuclease von Hscherichia coli an eine Ribonucleoproteid- 
Fraktion gebunden und in diesem Zustand inaktiv waren. Die Enzyme 
konnten unter anderem auch durch Erhitzen aus dieser Bindung gelést 
und aktiviert werden. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die Chitinase 
ebenfalls in der extrahierbaren — also léslichen — Form zum grofen 
Teil noch an eine lésliche Zellfraktion gebunden und inaktiviert ist. 
Die Verschiebung des cH*+-Optimums der Chitinaseaktivitat des Mycel- 
extraktes kann ein Hinweis dafiir sein, daB selbst der aktive Chitinase- 
anteil im Extrakt ein Ubergang zu der Form des Enzyms ist, wie sie im 
Kulturfiltrat vorliegt (vgl. EsteRManN, Conn u. McLaren 1959). Die 
Tatsache, daB der Extraktionsriickstand auf Grund des nichtextrahier- 
baren Chitinaseanteils noch chitinolytisch wirksam war, steht dieser An- 
schauung nicht entgegen, denn es muB angenommen werden, da das En- 
zym auch hier wahrend der im Anschlu8 an die Extraktion durchgefiihrten 
Inkubation aus seiner Bindung befreit und aktiviert worden ist. 

Wenn die zuletzt dargelegte Vermutung den tatsachlichen Verhalt- 
nissen entspricht, so kann daraus auch der Umstand erklirt werden, 
daB der Pilz unabhangig davon, ob ihm Chitin oder andere C- und 
N-Quellen geboten werden, in den Zellwainden Chitin enthalt. Die Zell- 
wand des Pilzes kénnte namlich erst dann angegriffen werden, wenn 
unter den Bedingungen der Lyse die Chitinase aus der Bindung an die 
Zellstrukturen befreit und aktiviert wird. Vielleicht hat dieser Vorgang 
auch eine regulatorische Bedeutung im Sinne der Vorstellungen von 
OparRIN (1934, 1937) vom Aktivitiats- und Richtungswechsel der Hy- 
drolasen. Danach soll im makroheterogenen Zustand des Enzyms, d. h. 
in einer adsorptiven Bindung an gréber disperse Zellorganelle, sein 
kondensierendes Prinzip und im mikroheterogenen Zustand, also nach 
dem Freiwerden aus der Bindung, sein hydrolysierendes Prinzip vor- 
herrschen. Es muB jedoch darauf hingewiesen werden, da8 hinsichtlich 
der zuletzt besprochenen Probleme auch andere Deutungen méglich 
sind. Die endgiiltige Antwort auf diese Fragen mu8 weiteren Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 


Zusammenfassung 


In der vorliegenden Abhandlung werden Versuche iiber die Chitinase- 
wirkung bei dem insektentétenden Pilz B. bassiana (Bals.) Vuill. be- 
schrieben. 
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Der Versuchspilz bildet die Chitinase auch dann, wenn das Chitin 
in der Nahrlésung durch andere C- und N-Quellen ersetzt wird. Die 
Chitinase erweist sich damit als ein konstitutives Enzym. 


Im Kulturfiltrat von B. bassiana konnte die Chitinase erst dann 
extracellular nachgewiesen werden, wenn die Lyse der Hyphenzellen 
eingesetzt hatte, was durch das Auftreten von Aminosauren im Kultur- 
filtrat, der Verénderung der cH+ des Mediums und durch das Geringer- 
werden des Mycelzuwachses zum Ausdruck kam. Somit konnte nach- 
gewiesen werden, daB das Erscheinen der Chitinase im Kulturfiltrat von 
B. bassiana nicht auf Sekretion, sondern auf einem Freisetzen des 
Enzyms aus dem Mycel durch Autolyse zuriickzufiihren ist. 


Wahrend des Wachstums des Pilzes ist die Chitinase fest an die Zelle 
gebunden. Hin nahezu restloses Extrahieren des Enzyms aus dem Mycel 
war erst mdglich, als die Wachstumsrate den Nullwert erreicht hatte. 


In den Zellwanden der Hyphen des Versuchspilzes konnte, un- 
abhangig davon, ob der Pilz in Gegenwart von Chitin gewachsen war 
oder nicht, immer Chitin nachgewiesen werden. 

Das Chitin ist fiir B. bassiana als C- und N-Quelle wenig geeignet. 
In Nahrlésungen, die als C- und N- Quelle nur Chitin enthielten, konnte 
der Pilz nur kiimmerlich wachsen. Unter diesen Bedingungen war in der 
ersten Phase des Wachstums die Chitinhydrolyse von einem engen 
Kontakt der Keimhyphen mit den Chitinteilchen abhangig. 

In fliissigen Nahrmedien wurde bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Glucose und Chitin in der Nahrlésung bei schwach saurer Reaktion zu- 
erst die Glucose und dann das Chitin, beide aber sehr schnell, aufge- 
braucht. Bei neutraler bis schwach alkalischer Reaktion geschahen 
Glucoseverbrauch und Chitinhydrolyse gleichzeitig, wobei beide Vorgange 
deutlich gehemmt waren. 

Bei der Untersuchung der zellfreien Enzympraparate konnte fiir die 
Chitinaseaktivitat der Kulturfiltrate ein cH+-Optimum von px 5,0, fiir 
die Mycelextrakte ein cH+-Optimum von py 6,0 ermittelt werden. 

Die Chitinase wurde durch 5 min langes Erhitzen im siedenden 
Wasserbad nicht vollstandig inaktiviert, in den Mycelextrakten konnte 
sogar eine deutliche Steigerung der chitinolytischen Aktivitat fest- 
gestellt werden. Die Hitzestabilitaét des Enzyms war abhangig von der 
Wasserstoffionenkonzentration. 


Herrn Prof. Dr. WARTENBERG bin ich fiir die zahlreichen wertvollen Hinweise 
und Ratschlage zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Untersuchungen zur Synchronisierung 
von Chlorella- Kulturen * 


Von 
HORST SENGER 


Mit 22 Textabbildungen 
(Hingegangen am 28. Mérz 1961) 


Seit einigen Jahren hat sich das Verfahren eingefiihrt, durch experi- 
mentelle Hingriffe die EKinzelzellen von Massenkulturen niederer Organis- 
men in ihren Entwicklungsablaéufen zu synchronisieren. Am synchroni- 
sierten Material wird versucht, den Lebensablauf der Einzelzelle — in 
meBbare GréBenordnungen iibersetzt — zu erfassen und physiologisch 
zu charakterisieren (zusammenfassende Darstellungen siehe HoTcHKiss 
1954; CamMpBELL 1957; Krauss 1958; ScuprBaum 1960). 

Im Laufe dieser Untersuchungen ergaben sich zwei prinzipiell ver- 
schiedene Moéglichkeiten der Synchronisierung. — Bei der ersten Gruppe 
beruht das Verfahren darauf, da®B durch Nahrstoffverarmung oder son- 
stige ungiinstige Kulturbedingungen die Kinzelindividuen in ihrer Ent- 
wicklung aufgehalten werden; wahrend dieser Phase relativer Inaktivitat 
gleichen sich die starken physiologischen Streuungen der Zellen langsam 
aus. Werden dann die Entwicklungsbedingungen wieder normalisiert, so 
fiihrt die nunmehr weitgehend homogene Population die nachstfolgenden 
Teilungen annaéhernd synchron aus. Wenn der synchronisierende Ein- 
eriff — wie das meist der Fall ist — nur einmal erfolgt, so ist im all- 
gemeinen auch der Entwicklungsablauf der Zellen nur ein einziges Mal 
einwandfrei synchron; in der Folge verwischt sich die Synchronisation 
im Zusammenhang mit der wieder auftretenden Streuung physiologischer 
Zustainde. Ein solches Verfahren wurde fiir einzellige Griinalgen seit 
1953 von Tamrya u. Mitarb. (vgl. Tamrya 1957) entwickelt und zur Un- 
tersuchung des Lebensablaufes (,,life cycle‘‘) von Chlorella herangezogen. 

Eine grundsatzlich andere zweite Methode zur Synchronisierung 
beruht auf einem linger dauernden periodischen Wechsel von AuBenein- 
fliissen. Soweit es sich um photoautotrophe Zellen handelt, kommt hier 
in erster Linie der Licht-Dunkel-Wechsel in Betracht. Steht dessen 
Periodenlange in einem giinstigen Verhaltnis zum kiirzestméglichen Ent- 
wicklungsablauf (Generationsdauer) des betreffenden Organismus, so 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultéit der Uni- 
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kann eine komplette und lang andauernde Synchronisation erreicht 
werden. Diese Art der Synchronisation, die sich vor allem bei Algen vom 
Chiorella-Typ anbietet, hat den besonderen Vorteil, daB die Zellen unter 
der Wirkung der Synchronisierungsmafnahmen — sofern diese richtig 
angewandt werden — nicht gehemmt sind, sondern gleiches oder gar 
gefordertes Wachstum zeigen. Bei einer solchen Licht-Dunkel-Syn- 
chronisation mu darauf geachtet werden, daB in den Anzuchten keine 
zusitzliche Beeinflussung (Wachstumshemmung infolge verminderten 
Lichtgenusses) durch zu starke Zellvermehrung eintritt, da sonst der 
Erfolg der Synchronisierungsmafnahmen frithzeitig aufgehoben wird (so 
bei Tamrya u. Mitarb. 1953). Deswegen muB mindestens nach jeder 
schubartigen Freisetzung von Tochterzellen (Autosporen) auf eine kon- 
stante Zellzahl verdiinnt werden (LORENZEN 1957). 

Eine Kombination kontinuierlicher und automatischer Verdiinnung mit dem 
Licht-Dunkel-Wechsel (SoroKIN u. Myers 1957) wiirde die Versuchstechnik ver- 
einfachen. Da jedoch die Verdiinnung nur durch die optische Dichte reguliert werden, 
kann, welche ihrerseits komplexen LEinfliissen unterliegt, ist dies Verfahren fir 
manche Zwecke problematisch (vgl. 8. 50). 

Im AnschluB an friihere Untersuchungen an synchronen Kulturen von 
Chlorella bei konstant gehaltener Zellzahl (Prrson, LORENZEN u. Mitarb.) 
sind in der vorliegenden Arbeit einige Fragen zum Mechanismus der 
Synchronisierung eingehender behandelt. Besonderer Wert ist dabei auf 
eine vergleichende Analyse komplett und nicht komplett synchroner 
Kulturen gelegt. Einige Ergebnisse sind bereits kurz mitgeteilt worden 
(PrRson u. SENGER 1961). 


I. Material und Methodik 

Vorliegende Versuche wurden mit der einzelligen Chlorococeale Chlorella pyre- 
noidosa Chick (Algensammlung des Pflanzenphysiologischen Institutes, Géttingen, 
211—8b) durchgefiihrt. 

Die Anzucht der Algen erfolgte in Fliissigkeitskulturen mit einer Nahrlésung 
folgender Zusammensetzung (Angaben in Mol/l): KNO,8- 10-°; NaNO, 8: 10-3; 
Ca(NO3).°4H,O 1 - 10-4; MgSO, - 7H,O 1-10-%; MnCl,-4H,O 1-10-°; ZnSO,-7H,O 
3-10-*; FeCl, - 6H,O 8 - 10-®; NaH,PO, - 2H,O 3 - 10-3; Na,HPO, - 2H,O 1 - 10-3; 
H,BO, 4: 10°; CuSO, - 5H,0 3 + 10-7; (NH,),Mo,0,,°4H,O 2 - 10-8. Durch Zugabe 
geringer Mengen von H,PO, wurde die Wasserstoffionenkonzentration zu Beginn der 
Versuche stets auf einen pq-Wert von 5,6 eingestellt. 

Als AnzuchtgefaiBe dienten Réhren aus Jenaer Glas mit unten eingeschmolzenem 
Gaseinleitungsrohr. Die Gasmischung wurde fiir alle Kulturen mit konstantem CO,- 
Gehalt (1,5 Vol-°/,) von einem Kompressor mit Gasmischeinrichtung geliefert. Die 
Anzuchten befanden sich in einem Lichtthermostaten (Temperaturschwankun- 
gen kleiner als 0,1°C) mit regelbarer Beleuchtungsstiirke (siehe LORENZEN 1959). Es 
wurden Beleuchtungsstiirken von 9000 und 5000 Lux verwandt. 

Die Verdiinnung zur Erhaltung einer konstanten Zellzahl erfolgte jeweils nach 
Abschlu8 der synchronen Zellteilungen. Indem das Verdiinnen im jeweils selben 
Entwicklungsstadium der Zellen stattfand, d.h. unter gleichen Anzuchtbedingungen 
immer zur selben Zeit, wurde auch der durchschnittliche LichtgenuB der Zellen 
immer wieder auf den gleichen Ausgangswert einreguliert. Zeitgeber fiir die Teilungen 
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bleibt trotz der Verdiinnung im Licht-Dunkel-Wechsel der jeweilige Licht- 
einsatz (LORENZEN 1957; Prrson u. LORENZEN 1958 a). Es kann daher im Prinzip zu 
jeder Zeit verdiinnt werden, solange die Kultur nicht zu dicht ist. Von der verdiinn- 
ten Kultur wurden jeweils wieder 


300 ml in das AnzuchtgefaB abgefiillt. Hig * 
Die Zellzah1 wurde mittels einer 
Zahlkammer (Thoma neu) bestimmt. 2000 iF <aP ae 
Die hierbei ermittelten Werte geben pov 
die relativen Werte je Zahlkammer 1800 | 
an. Alle Zahlungen wurden auf die / 
Kontrollzahlung nach der Verdiinnung ;- 
tr 


(= 100) bezogen. Die absolute Zellzahl = °77|- 


je ml erhalt man durch Multipli- 
kation mit dem Faktor 1,56 - 104. 7400 
Die einzige an jeder Hinzelzelle 
auf einfache Weise meBbare Variable, 
auf die sich eine Aussage iiber die 
statistische Verteilung der Popu- 
lation griinden la4Bt, ist die Zell- 
groBe. Als Ma8 fiir dieselbe wurde 
der groBte Zelldurchmesser ge- 
wahlt; er ist im Gegensatz zum Vo- 
lumen direkt meBbar und reicht zur 
Charakterisierung der Streuung und 
des Verteilungstyps der Population 
vollkommen aus. Das Verhiltnis des 
gréBten Zelldurchmessers zum Vo- 
lumen dandert sich innerhalb des 
Entwicklungsecyclus von Zellen einer 
Wechsellicht-Kultur und ist auch von 
dem der Dauerlicht-Zellen verschieden 
(Abb.1). Solange diese Tatsache un- 
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Abb.1. Verhiiltnis des gré8ten Durchmessers zum 


beriicksichtigt bleibt, wiirde die An- 
gabe des Zellvolumens nur eine nicht 
vorhandene Genauigkeit vortauschen. 

Um die Zelldurchmesser zu be- 
stimmen, wurde die dichte, abzentri- 


Volumen der Chlorella-Zellen unter verschiedenen 

Anzuchtbedingungen. x———x Dauerlicht, 

9000 Lux, 30°C; e e 16:12, 9000 Lux, 

30°C, 16. Std; o ---- o 16:12, 9000 Lux, 
30°C, 28. Std 


fugierte Algensuspension mit Hilfe 

eines Projektionsmikroskopes abgebildet. Als Lichtquelle diente ein Philips- 
Hoéchstdruck- Quecksilberdampfstrahler (Typ V 61/160 W). Die Durchmesser wurden 
in GroéBenklassen von 1 mm Unterschied zusammengestellt. 

Wenn man die so erhaltenen relativen Durchmesser in Millimetern mit emem 
Faktor 6,2 - 10-4 multipliziert, erhalt man die Absolutwerte; dem relativen Durch- 
messer von 10 mm entspricht also ein Absolutwert von 6,2 ju. 

Die Chlorella-Zellen kommen in ihrer Form unter den mathematischen K6érpern 
einem Rotationsellipsoid am nachsten. Daher wurde auch der Volumenberechnung 
die Formel desselben zugrunde gelegt: V = 4 6? - a (wobei a die gréBte Rotations- 
achse und b den zugehoérigen kleinsten Durchmesser darstellen). 

Die Angabe des mittleren gré8ten Durchmessers (in den Abbildungen kurz mit 
, ZellgréBe‘* bezeichnet) stellt das arithmetische Mittel aller groBten Durchmesser 
dar. Das mittlere Volumen ist der zum mittleren gré8ten Durchmesser gehorige 


Volumenwert. Seine Abweichung vom Mittelwert aller Volumina ist gering. 
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II. Experimenteller Teil 


A, Zellvermehrung und GréBenverteilung in 
Dauerlicht-Kulturen von Chlorella 


Zum Vergleich mit den Verhaltnissen in Wechsellicht-Kulturen wer- 
den zunachst einige Daten zur Charakterisierung einer Dauerlicht-Kultur 
gegeben. — Voraussetzung fiir eine Dauerlicht-Kultur mit vdllig gleich- 
maBiger Verteilung der Zellstadien ist die Konstanz aller Anzucht- 
bedingungen. In einer solchen Kultur miiBten alle ZellgréBen in einem 
konstanten Prozentsatz enthalten sein. Alle physiologischen und morpho- 
logischen GréBen der gesamten Kultur diirften dann nur statistisch um 
einen Mittelwert schwanken. So miiBten z.B. das mittlere Volumen und 
die prozentuale Zellvermehrung immer dieselben sein. 

Bedingungen, welche in diesem Sinne ideale Dauerlicht-Kulturen 
gewahrleisten, sind schwer zu erzielen. Insbesondere nimmt mit dem 
Anwachsen der Kultur der Lichtgenu8 der Einzelzelle laufend ab. Eine 
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Abb.2. GréBenverteilungskurve einer Dauerlicht-Kultur (maximale Streuung).° 
9000 Lux, 30°C 


© Dauerlicht, 


kontinuierliche Verdiinnung auf gleiche optische Dichte (MyErRs u. 
CLARK 1944; Puriuies u. Myers 1954) wiirde fiir den Lichtfaktor einiger- 
maBen konstante Bedingungen schaffen. Da es jedoch in den folgenden 
Versuchen auf die Zunahme der Zellzahl ankommt und nicht auf die 
Lichtdurchlassigkeit, die nicht nur von der Zellvermehrung, sondern 
auch von der Volumenveranderung und der unterschiedlichen Absorption 
der Zellinhalte bestimmt wird, muBte jeweils auf eine konstante Zellzahl 
eingestellt werden. Wir wahlten hierzu einen Verdiinnungsabstand von 
8 Std. In diesem Fall hemmt auch unter den vorliegenden Bedingungen 
die durch Anwachsen der Kultur hervorgerufene Abnahme des Licht- 
genusses je Zelle die Substanzproduktion nicht; daher ist die Zellver- 
mehrung im gewahlten Zeitabschnitt so groB, daB der MeBfehler bei der 
Auszahlung im Verhaltnis zur Zellzahl klein bleibt. 

In so verdiinnten Dauerlicht-Kulturen zeigten zwei parallel an- 
gezogene Chlorella-Stémme dennoch gleichzeitige Schwankungen in der 
Zellvermehrung, die nicht an die Verdiinnung gebunden waren und auch 
keine bestimmte GesetzmaBigkeit erkennen lieBen. Solche Diskontinui- 
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taten sind unter weniger konstanten Bedingungen schon friiher (zuletzt 
LORENZEN 1957) beobachtet worden. 


Wegen dieser Wachstumsschwankungen darf man nur die Mittelwerte 
vieler Zuwachsraten miteinander vergleichen. — Die aus zehn Messungen 
gemittelte Zunahme der Zellzahl je 8 Std ergibt fiir eine Dauerlicht- 
Kultur (9000 Lux, 30°C) 102°/,. Das durchschnittliche Zellyolumen der 
gleichen Kultur betragt 250 3. 

Sieht man von den erwahnten Schwankungen ab, so miissen in einer 
Dauerlicht-Kultur immer alle Zellstadien vertreten sein; somit stellt 
die GroBenverteilungskurve (Abb.2) der Zellen die maximale 
Streuung einer Chlorella-Kultur dar. 

Die Zahl der Autosporen, die in einer Dauerlicht-Kultur aus einer 
Mutterzelle durch Teilung hervorgehen, kann sehr verschieden sein. Es 
wurden in Sonderfallen Autosporenzahlen bis zu 25 ausgezahlt, dabei 
aber auch oft von 2" abweichende Zahlen beobachtet; eine ausgesprochen 
bevorzugte Autosporenzahl war nicht festzustellen. 


B. Die Synchronisation in verschiedenen Licht-Dunkel- 
Wechseln und thre Abhdingigkeit von Beleuchtungsstirke und 
Temperatur 

Dauerlicht-Kulturen, die von einem bestimmten Zeitpunkt an einer 
regelmaBig intermittierenden Belichtung ausgesetzt werden, zeigen nach 
einiger Zeit periodische Haéiufungen von Teilungen, d.h. eine Anzahl von 
Zellen teilt sich jeweils synchron. 


1. Vollsynchrone Kulturen 


Kommen in einem bestimmten Zeitintervall alle Zellen einer Kultur 
zur Teilung, so liegt eine vollsynchrone Kultur vor. In ihr befinden 
sich jederzeit alle Zellen mit einer geringen, statistisch zu erwartenden 
zeitlichen Streuung in demselben Zustand. Die Lange des Licht-Dunkel- 
Wechsels, der eine solche Vollsynchronisation hervorruft, ist von endo- 
genen Faktoren abhingig. Bei einer Beleuchtungsstarke von 9000 Lux 

“und einer Temperatur von 30°C ist der kiirzeste Licht-Dunkel-Wechsel, 
der zur Vollsynchronisation fiihrt, ein Wechsel von 16 Lichtstunden zu 
12 Dunkelstunden (Abb.3). — Geht man von der 28stiindigen Periode 
auf natiirliche Tageslange iiber, so wird (unter unseren Bedingungen) 
eine Vollsynchronisation nicht mit Sicherheit beibehalten. Bleiben aber 
dabei auch nur in geringem Prozentsatz ungeteilte Zellen zuriick, so ist 
deren Anteil an Gesamtvolumen und -substanz der Population betracht- 
lich. 

Bei Erhéhung der Beleuchtungsstarke sind geringe Periodenverkiir- 


zungen moglich, ohne daf die Vollsynchronisation aufgehoben wird. 
4* 


Lelgrope 
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Der Zeitabschnitt von 16:12 Std darf nicht verwechselt werden mit 
der kiirzesten Generationsdauer einer Hinzelzelle, denn letztere ist 
nicht fiir alle Zellen einer Kultur identisch, sondern schwankt statistisch 
um einen Mittelwert. Daher sind die Entwicklungscyclen zweier aufein- 
ander folgender Generationen einer Zelle im allgemeinen nicht von genau 
gleicher Lange. — Der Wechsel 16:12 ist so bemessen, daf er die Extreme 
der Entwicklungscyclen gerade noch umfaBt. Die Lichtzeit ist beendet, 
bevor die ersten Teilungen einsetzen (in der 18.—20. Std nach Licht- 
beginn), und die Teilungen sind alle abgeschlossen, bevor die Dunkelzeit 

beendet ist; dabei sind 


. die letzten 2 Std den ex- 
73 » trem langen Entwick- 
2 lungscyclen und der end- 

giiltigen Freisetzung eini- 


ger noch innerhalb der 


a. Muttermembran verblie- 
bener Autosporen vorbe- 

ced a halten. Die Dunkelzeit 
a kann nicht die verschie- 
denen individuellen Lan- 

si gen der Entwicklungs- 


foie tye ee Oy cyclen egalisieren; ihre 
Uhrzest synchronisierende Wir- 


Abb.3. Zellzahl (a) und ZellgréBe (b) (= Mittelwert der kung besteht vielmehr 


groBten Zelldurchmesser, relativ in mm) einer vollsynchronen darin, daB sie alle ge- 
Population mit kiirzestméglichem Entwicklungsablauf. Ver- teilt Zell bfa t d 
diinnung auf eine konstante Zellzahl jeweils zu Lichtbeginn. ellten Zeven abrangt un 


Der Verlauf der ZellgréBenkurve wihrend der Teilung wurde dafiir sorgt, daB beim 
nicht genauer vermessen, da wahrend dieser Zeit sowohl ge- i! 
teilte als auch ungeteilte Zellen vorlagen. Hinsetzen der folgenden 


2 © 16:12, 9000 Lux, 30°C Lichtzeit, die als Zeit- 

geber fiir die nachsten 

Teilungen wirkt (LORENZEN 1957), ein gleichmaBiges, d.h. synchroni- 

siertes Autosporenmaterial (Minimalstreuung) vorliegt. Wahrend des 

letzten Abschnittes der Dunkelzeit laufen gewissermaBen simtliche 

Autosporen zu einer Linie auf, von der aus bei Lichtbeginn der Start aller 
Entwicklungsablaufe erfolgt. 

Die synchronisierende Wirkung der Dunkelzeit im geschilderten Sinne be- 
schrankt sich nicht auf die frisch gebildeten Autosporen, sondern macht sich auch 
noch auf Zellen in friihen Entwicklungsstadien bemerkbar. Dies laBt sich aus allen 
Fallen synchroner Kulturen ableiten, in denen bei Verkiirzung des Licht-Dunkel- 
Wechsels (z.B. 10:8 und 8:8, vgl. spiter Abb.9—14) die Autosporenbildung im 
Licht stattfindet. 

In einer vollsynchronen Kultur (16:12, 9000 Lux, 30°C) pendelt die 
Zahl der von 100 Mutterzellen gebildeten Autosporen (Hoéhe der 
Teilungsschiibe) um einen Mittelwert von 900 (Abb.3a). Neben der hier 
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bevorzugten Autosporenzahl 8 kamen erheblich héhere und niedere, 
dabei auch ungerade Zahlen (vgl. 8.51) vor?. Die synchrone Teilung hat 
automatisch zur Folge, daB die Mittelwertskurven der gréBten Zelldurch- 
messer im Laufe des Entwicklungscyclus eine Anderung durchmachen 
(Abb.3b) (vgl. Niet u. Mitarb. 1954). 

In Abb.4 sind die Verteilungskurven der gré8ten Zelldurchmesser 
junger Autosporen (links) und teilungsbereiter Zellen (rechts) dargestellt. 
Dabei betragt die Summe der Klassenhaufigkeit jeweils 100, d.h. die von 
den Kurven beschriebenen Flachen sind inhaltsgleich. — Die Streuung 
des gr6éBten Zelldurchmessers ist bei den jungen Autosporen am gering- 
sten. Mit Lichtbeginn setzt das Wachstum der Zellen ein und der Kurven- 
verlauf geht kontinuierlich in den- 
jenigen fiir das Ende der Lichtzeit 
iiber. Der Ubergang der Verteilungs-  _. 7% 
kurve teilungsbereiter Zellen in eine 
solche der Autosporen erfolgt dann 
sprunghaft mit der Teilung. 


Die den Mittelwerten der gréBten 
Durchmesser entsprechenden Volu- 
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Das zehnfache Volumen ' der tei- Abb. 4. Verteilungskurven der gré8ten Zell- 
lungsfahigen Zellen gegentiber dem durchmesser vor und nach Teilung in einer voll- 


: : synchronen Population mit kitirzestem Ent- 
geteilter Zellen entspricht recht wicklungsablauf. (Mittelwerte aus je acht Kur- 


gut der durchschnittlichen Auto- ven.) ¢ e 16. Std, 16:12, 9000 Lux, 
30°C; 0 ------ © 28. Std, 16:12, 9000 Lux, 30°C 
sporenzahl von 9. 


Der Nachweis der vollstandigen Teilung innerhalb einer 
Dunkelzeit, d.h. der Vollsynchronisation, la8t sich durch die Verteilungs- 
kurven erbringen. Wenn die gréBten Zellen nach der Teilung kleiner sind 
als die kleinsten vor der Teilung, miissen alle Zellen eine Teilung durch- 
gemacht haben; Vollsynchronisation ist also bewiesen, wenn sich die Ver- 
teilangskurven von Mutterzellen und Autosporen nicht iiberschneiden. 
Die geringe, 4,6°/, der Zellen umfassende Uberlappung beider Kurven 
(Abb.4) beruht auf dem Vorkommen von wenigen Autosporen, deren 
grdBter Durchmesser denjenigen der kleinsten Mutterzellen tibertrifft. 
DaB es sich in dem kleinen Uberlappungsbereich nicht um identische 
Zellen handelt, zeigt schon die Eichkurve der zu den gr68ten Durchmes- 
sern gehérigen Volumina (Abb.1). Die mehr elliptischen Autosporen 


1 Bei weiterer Erhéhung der Substanzproduktion, z.B. durch Zusatz von 
Glucose oder durch Applikation des Eisens als EDTA-Komplex (siehe Prrson und 
Bapour 1961), sowie bei weiterer Erhdhung der Beleuchtungsstérke kann die 
Autosporenzahl noch erheblich weiter ansteigen (vgl. Prrson und Kowa 1960). 
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haben bei gleichem gré8ten Durchmesser ein kleineres Volumen als die 
mehr rundlichen Sporenmutterzellen. Die Uberlappung der Verteilungs- 
kurven ist tatséchlich viel geringer (0,8°/,), wenn man auf der Abszisse 
statt des gréBten Durchmessers das Volumen auftragt (Abb.5). Man kann 
somit bei unserem Algenstamm mit Vollsynchronisation auch dann rech- 
nen, wenn die Verteilungskurven der gré8ten Durchmesser von Mutter- 
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Abb. 6. Teilungsverlauf in einer gruppen-synchronen Kultur. Verdiinnung auf Standardzellzahl bei 
jedem Lichtbeginn. 0 © 16:12, 5000 Lux, 30°C 


zellen und Autosporen eine Uberlappung von weniger als 5°/, aufweisen. 
Alle Bedingungen, die eine weitere Erhéhung der Autosporenzahl hervor- 


rufen, fiihren zwangslaufig zu einer weiteren Trennung der Verteilungs- 
kurven (vgl. Anmerkung S. 53). 


2. Gruppensynchrone Kulturen 
Wenn ein Licht-Dunkel-Wechsel von 16:12 Std bei 9000 Lux und 
30°C die Minimalbedingung fiir Vollsynchronisation darstellt, so konnen 
bei schwacherer Beleuchtungsstarke nicht mehr alle Zellen 
wahrend einer Periode zur Teilung kommen. Dies beweist Abb. 6 fiir eine 
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Beleuchtungsstarke von 5000 Lux. Die Teilungsschiibe sind von gerin- 
gerer und dabei regelmaiBig wechselnder Héhe. — Dieses Alternieren 
hoher und niederer Teilungsschiibe beobachteten schon LORENZEN (1957) 
und Wanxka (1959) und schlossen daraus auf das Vorhandensein ein- 
zelner synchroner Zellgruppen. 

Nimmt man von dieser Kultur vor und nach der Teilung die Ver- 
teilungskurven auf, so ergeben sich ausgepragt zweigipfelige Kurven 
(Abb.7). 

Im mikroskopischen Bild lassen sich zwei Gruppen von Zellen unter- 
scheiden, die jeweils um eine Periode in ihrem Entwicklungszustand ver- 
schoben sind. Bei Auszahlung dieser beiden Gruppen A und B lést sich 
die Zellvermehrungskurve 
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Abb.7. Verteilungskurven vor und nach der Zellteilung in 

einer gruppensynchronen Kultur. e ——e Beginn der 

Dunkelzeit, 16:12, 5000 Lux, 30°C; o------ o Ende 
der Dunkelzeit, 16:12, 5000 Lux, 30°C 


nung der Kultur auf die 

Zellzahl 100 verhalten sich A: B = 40:60. Beim nachsten Schub kommt 
diesmal die Gruppe A zur Teilung und es mii&te nach der anschlieBenden 
Verdiinnung theoretisch wieder das Ausgangsverhaltnis von 85:15 vor- 
liegen. Das in diesem Augenblick tatsachlich gemessene Verhaltnis von 
84:16 stimmt hiermit iiberein. — Ein Uberwechseln von Zellen einer 
Gruppe in die andere findet also praktisch nicht statt. 


Die genauere Untersuchung des Teilungsverlaufes der einzelnen Gruppen zeigte, 
daB die Autosporenzahl je Mutterzelle iiberall den gleichen Durchschnittswert hatte. 
Bei diesem Tatbestand gibt es nur ein spezielles Gruppenverhaltnis (A: B = 24:76), 
bei dem infolge der Verdiinnung die Hiéhen der Teilungsschiibe beider Gruppen 
gleich sind. 


Der prozentuale Anteil der beiden Gruppen an der gesamten Zellzahl 
wird von der Streuung des physiologischen Zustandes der Ausgangs- 
kultur bestimmt. Wenn — wie hier iiblich — von Dauerlicht-Kulturen 
ausgegangen wird, kann ein Gruppenverhaltnis von 50:50 wegen der 
Poisson-Verteilung der Zellen (vgl. Abb. 2) nicht erwartet werden. 

Besonders gut gelingt der Nachweis zweier getrennter Zellgruppen 
mit Hilfe der GréBenverteilung. Die Verteilungskurven der gréBten 
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Durchmesser wurden fiir jede Gruppe getrennt vor und nach den 
Teilungsschiiben aufgenommen (Abb.8c). Die Kurven sind geglattet 
(vgl. H. v. SanpEN: Praktische Mathematik 1948, S. 90f.). Die Klassen- 
haufigkeiten der nach zwei Gruppen aufgeteilten GréBenverteilungen 
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Abb.8. Zellzahl (a), ZellgréBe (b) und Verteilungskurven (c) einer in ihre zwei Gruppen aufgegliederten gruppen- 
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sind immer auf die Summe 100 bezogen. Die Kurve der einen Gruppe 
wandert nach der Teilung mit dem Anwachsen der Zellen nach rechts, 
wobei ihr prozentualer Anteil an der gesamten Kultur (entsprechend der 
Autosporenzahl der anderen Gruppen) abnimmt, um mit der Teilung 
wieder nach links zu springen. Die andere Gruppe verhalt sich genauso, 
nur um eine Periode verschoben. Nach zwei Perioden miissen also die 
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Verteilungskurven jeweils deckungsgleich sein. Da sich entsprechende 
Verteilungen beider Gruppen nicht in jeder Periode identisch sind, liegt 
an dem zufalligen Ausgangsverhaltnis ihrer Zellzahlen. — Wie die Ver- 
teilungskurven alternieren auch die Mittelwerte der gréBten Zelldurch- 
messer (Abb.8b) beider Gruppen immer um eine Periode. 
Entsprechende Ergebnisse, wie sie sich beim Herabsetzen der 
Beleuchtungsstarke von 9000 auf 5000 Lux ergeben, werden auch durch 
Verkiirzen des normalen 16: 12-Licht-Dunkel-Wechsels auf 10:8 Std 
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Abb.9. Zellzahl (a) und ZellgréBe (b) einer in Gruppen (A und B) aufgegliederten Kultur im Licht- 
Dunkel-Wechsel von 10:8 Std. Verdiinnung nach der Teilung in der Mitte der Lichtzeit. e — e 
Gruppe A, 10:8, 9000 Lux, 30°C; o------ o Gruppe B, 10:8, 900 Lux, 30°C 


alternierende Teilungsschiibe von geringer Hohe; die Verteilungskurven 
haben die charakteristische Zweigipfeligkeit. — Eine Kultur mit ver- 
kiirztem Licht-Dunkel-Wechsel, die nach dem mikroskopischen Bild auf- 
gegliedert wurde, zeigt Abb.9. 

Da das Verhaltnis der Gruppen zueinander von dem Grade der 
Streuung des Ausgangsmaterials abhaingt, miiBten bei minimaler 
Streuung alle Zellen in einer Gruppe vereinigt sein. Dieser Grenzfall ist 
zu erreichen, wenn man mit zuvor vollsynchronisiertem Material auf 
Bedingungen iibergeht, unter denen sonst die oben beschriebene typische 
Gruppensynchronisation auftritt. 

Als Beispiel sei das Verhalten vollsynchroner Chlorellen im 10: 8- 
Wechsel gewahlt (Abb.10a). Die erste Teilung erfolgt hier erst 34 Std 
nach dem Ende der letzten, die Vollsynchronisation erzeugenden 16: 12- 
Periode. Die weiteren Teilungen findet man dann stets nach Uberspringen 
von je einer der neuen Perioden. Entsprechend verlauft die Mittelwerts- 
kurve der groBten Zelldurchmesser (Abb. 10b). Die Zellteilung reicht hier 
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4 Std in die Lichtzeit hinein. Daher sind bei der GréBenmessung nach 
AbschluB8 der Teilung (d.h. in der Mitte der Lichtzeit) einige Zellen bereits 
4 Std gewachsen. Es ist daher verstindlich, daB die mittlere ZellgréBe 
der Autosporen unter diesen Bedingungen etwas hoher liegt als bei Auto- 
sporen, die in der Dunkelzeit entlassen wurden. 

DaB eine solche Kultur, die vom Wechsel 16:12 in einen Wechsel 
10:8 iibergeht, ihre Vollsynchronisation bewahrt, beweisen die aus 
mehreren 10:8-Perioden gemittelten Verteilungskurven der Abb. 11. Die 
Uberlappung betragt hier nur 0,5°/,. Die Verléngerung des Entwicklungs- 
cyclus kommt dadurch zustande, da8 der erste Lichteinsatz nicht als 
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Abb.10. Zellzahl (a) und Zellgré&e (b) einer vollsynchronen Kultur (16:72) beim Ubergang in einen 
kiirzeren Licht-Dunkel-Wechsel (10:8). (Verdiinnung nach der Teilung in der Mitte der Lichtzeit 
jeder 2. Periode.) © © 16:12, 10:8, 9000 Lux, 30°C 


Zeitgeber fiir die Teilungen wirken kann, weil wahrend der zehnstiindigen 
Lichtzeit die Zellen den fiir die Teilungsinduktion erforderlichen Ent- 
wicklungszustand nicht erreichen. Dagegen sind nach Ablauf der zweiten 
Lichtzeit alle Voraussetzungen fiir eine Teilung gegeben; der zweite 
Lichteinsatz ist somit der wirksame Zeitgeber fiir die folgende Teilung 
aller Zellen. Die insgesamt verlingerte Belichtungszeit (20 Std) wirkt 
sich im Vergleich zum 16: 12-Licht-Dunkel-Wechsel in einer Erhéhung 
der durchschnittlichen Autosporenzahl je Mutterzelle aus. Die Zeit vom 
Lichteinsatz bis zur Teilung andert sich als endogener Faktor gegeniiber 
derjenigen einer vollsynchronen Population mit kiirzestem Entwicklungs- 
ablauf nicht oder ist nur ganz geringfiigig verkiirzt (PrRson u. SENGER 
1961). 

Bezieht man bei dem die Gruppensynchronisation darstellenden Ver- 
such (Ubergang vom Dauerlicht in 10:8, 9000 Lux, 30°C) (Abb.9) jede 
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Gruppe einzeln auf eine Ausgangszellzahl von 100 und fa8t die so erhal- 
tenen Werte zusammen, so deckt sich die Mittelwertskurve fast mit der- 
jenigen des vollsynchronen Materials (16:12 — 10:8, 9000 Lux, 30°C) 
(Abb. 12a). Das gleiche gilt fiir die Mittelwertskurve der groBten Zell- 
durchmesser (Abb. 12b). 

Da8 bei den einzelnen Gruppen einer gruppensynchronen Kultur die 
Lange des Entwicklungsablaufes und die durchschnittliche Autosporen- 
zahl der Zelle von den entsprechen- 
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Abb.11. Verteilungskurven der gréBten und kleinsten Zellen einer vollsynchronen Kultur mit ver- 
langertem Entwicklungsablauf. (Mittelwerte aus je sechs Kurven). @ e 23. Std, 10:8, 
9000 Lux, 80°C; 0 ------ o 36. Std, 10:8., 9000 Lux, 30°C 
Abb.12. Vergleich von Zellzahl und Zellgré8e von einer vollsynchronen und einer gruppensynchronen 
Kultur (mit addierten Gruppen) im Licht-Dunkel-Wechsel von 10:8. (Mittelwerte aus vier bzw. acht 
Perioden.) @ @ Dauerlicht — 10:8, 9000 Lux, 30°C; 0------ © 16:12 > 10:8, 9000 Lux, 
80°C 


nochmals, daB es ausschlieBlich von der Gré8e der physiologischen 
Streuung des Ausgangsmaterials abhangt, ob bei suboptimaler Lange der 
Lichtzeit Vollsynchronisation (mit verlangertem Entwicklungsablauf) 
oder Gruppensynchronisation eintritt. 

Eine starkere Verkiirzung der Licht-Dunkel-Perioden (oder ein 
weiteres Herabsetzen der Beleuchtungsstirke) mu notwendigerweise 
eine weitere Verlangerung der Entwicklungscyclen und somit eine Auf- 
spaltung in mehr als zwei Gruppen hervorrufen. Theoretisch wiirde sich 
eine Kultur mit drei Gruppen aufgliedern lassen wie es in Abb. 13 durch- 
gefiihrt wurde. — Diese Aufgliederung in drei Gruppen ist nach dem 
mikroskopischen Bild nicht mehr méglich, da bei drei Gruppen die Ent- 
wicklungsstadien der Zellen fast kontinuierlich ineinander tibergehen. 
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Wihrend also beim Vorliegen von mehr als zwei Gruppen deren Kin- 
zelnachweis nicht mehr durchzufiihren ist, 14Bt sich entsprechend dem 
Vorgehen im Falle der oben geschilderten zwei Gruppen (vgl. 8. 57) 
indirekt die Méglichkeit einer solchen Mehrgruppenbildung aufzeigen. In 
Abb. 14 ist ein Versuch dargestellt, in dem vorher vollsynchronisiertes 
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Abb.13. Schematische Aufgliederung der Zellzahl einer gruppensynchronen Kultur mit drei Gruppen. 
e e Gruppe A; o o Gruppe B; x ------ x Gruppe C; e———e Gruppe 
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Abb. 14. Zellzahl (a) und Zellgré8e (b) einer vollsynchronen Kultur (16:12) beim Ubergang in einen 


kiirzeren Licht-Dunkel-Wechsel (8:8). Verdiinnung nach der Teilung am Ende der Lichtzeit jeder 
dritten Periode. o—————0 16:12 — 8:8, 9000 Lux, 30°C 


Material (Minimalstrewung), wiederum bei 30°C und 9000 Lux, nunmehr 
in einen Licht-Dunkel-Wechsel von 8:8 Std iibergefiihrt wurde. Es zeigt 
sich nunmehr, daB zwei Lichteinsitze als Zeitgeber ausfallen, d.h. der 
jeweils dritte Lichteinsatz bestimmt den Zeitpunkt der Teilung. Der Ent- 
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wicklungsablauf ist somit auf drei Licht-Dunkel-Wechsel (48 Std) ver- 
langert. Als Folge des dadurch erhéhten Gesamt-Lichtgenusses der Einzel- 
zelle  steigt die Autosporenzahl im Durchschnitt etwas an (vollsynchron 
16 : 12, 9 Autosporen; vollsynchron 10:8, 12 Autosporen; vollsynchron 
8:8, 11 Autosporen im Durchschnitt). 

Man kann aus diesem Ergebnis schlieBen, da8 ein maximal streuendes, 
d.h. nicht synchrones Ausgangsmaterial wie es in einer Dauerlicht- 
Kultur meist vorliegt, beim Ubergang in den Licht-Dunkel-Wechsel 
8:8 in drei alternierende Gruppen zerlegt wiirde. 


Vergleicht man die Lange des Zeitabschnittes vom teilungswirk- 
samen Lichteinsatz bis zur erfolgenden Teilung bei vollsynchronen Kul- 
turen und bei Kulturen mit Gruppensynchronisation, so zeigt sich, daB 
derselbe nicht in allen Fallen exakt identisch, sondern bei Synchroni- 
sation in zwei Gruppen um 2 Std und bei Synchronisation in drei Grup- 
pen um 3 Std verkiirzt ist. In diesen Fallen erscheint also der endogene 
Zeitfaktor, der bei vollsynchronem Material eindeutig demonstriert wer- 
den kann, durch die Versuchsbedingungen etwas modifiziert. 

Erfahrungen dieser Art sind bei Untersuchungen zur endogenen Rhythmik 
gelaufig (BUnninG 1931; UEBELMESSER 1954; BUHNEMANN 1955). Insbesondere bei 
leichten Verschiebungen des endogen rhythmischen Verhaltens unter EinfluB der 
Temperatur wird vom positiven und negativen ,,Temperatur-Fehler“‘ der endogenen 
Rhythmik gesprochen (BUNNING u. LEINWEBER 1956), je nachdem, ob es sich um 
eine Verlingerung oder Verkiirzung der entsprechenden Zeitphase handelt. In 
unseren Fallen mag man einen gleichen ,,Fehler‘‘ infolge von verlangertem Licht- 
genuB annehmen. Man kénnte einen solchen ,,positiven Lichtgenu8-Fehler“ formal 
dahingehend interpretieren, daf man den teilungsfreien Lichtzeiten bereits eine 
gewisse Teilungsvorbereitung zuschreibt. Unter den hier gegebenen Verhialtnissen 
kann man die Auswirkung eines gewissen ,,Teilungsdruckes“ darin sehen, da schon 
bei geringer Steigerung des Lichtgenusses in den Kulturen, diese von drei in zwei 
Gruppen und von zwei Gruppen in Vollsynchronisation iibergehen (sprunghafte 
Verkiirzung der Entwicklungsablaufe). — Jedenfalls stellen leichte Verschiebungen 
des Teilungseinsatzes bei gruppensynchronen Kulturen den endogenen Charakter 
der Zeitgeber-Wirkung nicht in Frage. 


3. Teilsynchrone Kulturen 


Bei einer vollsynchronen Population mit kiirzestem Entwicklungs- 
ablauf (16:12, 9000 Lux und 30°C) hat eine Herabsetzung der Tem- 
peratur auf 25 bzw. 20°C eine Erniedrigung der Teilungsschiibe zur Folge 
(Abb. 15). Dies beruht einerseits auf geringerer durchschnittlicher Auto- 
sporenzahl je Mutterzelle, andererseits bleiben bei jedem Teilungsschub 
einige Zellen (etwa 3°/, bzw. 15°/,) ungeteilt. Man kann annehmen, dab dies 
die kleinsten Zellen des vorigen Schubes sind, die unter den gegebenen 
Bedingungen nicht bis zur Teilungsfahigkeit anwachsen konnten. Dieser 
Prozentsatz schwankt statistisch um einen Mittelwert, der von den 
jeweiligen Versuchsbedingungen abhangt. Bei jedem Teilungsschub ist 
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immer die gleiche Anzahl der Zellen unbeteiligt; daher fehlt das Alter- 
nieren der Schubhdhen, welches bei gruppensynchronen Kulturen in 
charakteristischer Weise zustande kommt. 
Die Gré8enverteilungskurven bestatigen diesen Sachverhalt insofern, 
als sie im Unterschied zu den Verteilungskurven gruppensynchroner Kul- 
turen niemals mehrgipfelig 
25°C sind. Kennzeichnend dem- 
gegeniiber ist, daB zu 
gleichen Zeitpunkten im 
Verlauf aufeinanderfolgen- 
der Entwicklungscyclen die 
gleichen asymmetrischen 
Verteilungskurven erhalten 
werden. Der in Abb. 16 nach 
rechts ausgezogene Kurven- 
teil reprasentiert jeweils die 
ungeteilten Zellen des vori- 
gen Teilungsschubes. — Die 
SD 2 68 24  % Uberlappung der Vertei- 


Arze/t 
oikds lungskurven vor und nach 
Abb.15. Zellzahlen (Teilungsverlaut) teilsynchroner Kul- 


turen, die durch Herabsetzung der Temperatur vollsyn- den Teilungen tibersteigt mit 
chroner Kulturen entstanden. ° 
9000 Lux 


© 16:12, 8 69/, (25°C) und 28,2°/, 
(20°C) die fiir eine vollsyn- 
chrone Kultur kennzeich- 


nende 5°/)-Grenze. 
Die jeweils nicht zur 


Teilung kommenden Zellen 
haben einen  verliangerten 
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Abb.16. Verteilungskurven einer teilsynchronen Kultur, sind somit synchronisiert, 

bei der je Periode etwa 85°/, der Zellen zur Teilungkom- jedoch werden sie beim 
men. @ —— e@ 16. Std, 16:12, 9000 Lux, 20°C; 0 ----0 0 . 

28. Std, 16:72, 9000 Lux 20°C nachsten Teilungsschub von 

anderen Zellen abgelést, die 

bisher den kiirzestméglichen Entwicklungsablauf zeigten. Das simultane 

Vorkommen von Entwicklungscyclen verschiedener Liingen setzt die 

hier beschriebenen teilsynchronen Kulturen deutlich von den voll- und 


gruppensynchronen Anzuchten ab. 

Kine Zusammenstellung von Versuchen bei 20°, 25° und 30°C (Abb. 17) 
ergibt, da sich die Herabsetzung der Temperatur fiir den gréBten Teil 
der Zellen nur in einer Senkung der durchschnittlichen Autosporenzahl 
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und nicht in einer Beeinflussung ihrer Entwicklungsdauer auswirkt (vgl. 
Prrson u. LORENZEN 1958a). Geringe Verschiebungen (,,Temperatur- 
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Abb. 17. Temperaturabhangigkeit der Schubhéhen yon Kulturen gleicher Periodenlinge und ver- 
schiedenen Synchronisationsgrades. (Mittelwerte aus je neun Perioden.) x------ x 20°C, 16:12, 
9000 Lux; o ——— 0 25°C, 16:12, 9000 Lux; e © 30°C, 16:12, 9000 Lux 
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Abb.18. Zellzahl einer Kultur im Ubergang von Dauerlicht (asynchron, 8stiindiger Verdiinnungs- 
abstand) in Wechsellicht (28stiindiger Verdiinnungsabstand)* 


1 Hs mag auffallen, daB im vorliegenden Versuch die Teilungen bereits nach den ersten 4 Dunkel- 
stunden der 16:12-Periode im vollen Gange sind und die Teilungen gegentiber den anderen hier dar- 
gestellten Versuchen vorverlegt sind. In einem umfangreichen Versuchsmaterial wurden gelegentlich 
solche geringen Abweichungen des Teilungseinsatzes festgestellt, die dann tiber mehrere Perioden, 
unter Umstiinden auch tiber lingere Versuchszeiten erhalten blieben. Bisher konnte kein AuBenfaktor 
ermittelt werden, auf den soleche Schwankungen zuriickzufiihren sind. Hs ist daher vorliufig damit zu 
rechnen, daB die kiirzestmigliche Generationsdauer der Algen in geringem Mafie durch eine von auBen 
unbeeinfluBbare innere Disposition zur Teilung modifiziert wird. 
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Fehler“), die innerhalb unseres Zahlintervalls von 4 Std immerhin 
moglich sind, bleiben dabei unberiicksichtigt. 


C. Uberginge zwischen Dauer- und Wechsellicht-Anzucht 

(Synchronisierungs- und Desynchronisierungsvorgang) 

Der Ubergang von einer Kultur vom Dauerlicht in einen Licht- 
Dunkel-Wechsel von 16:12 Std ist in Abb.18 dargestellt (siehe auch 
Prrson u. LORENZEN 1958b). In der ersten Dunkelzeit teilen sich alle bis 
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Abb. 19. Zellzahl (a) und Zellgr6Be (b) einer vollsynchronen Kultur, die in Dauerlicht (bei 28stiindigem 
Verdiinnungsabstand) tiberfiihrt wurde. © © 16:12 — Dauerlicht, 9000 Lux, 30°C 


dahin teilungsfahigen Dauerlichtzellen. Diese sind somit zu Beginn der 
ersten Lichtzeit des 16:12-Wechsels bereits synchronisiert. Der ungeteilte 
Rest der Dauerlicht-Kultur waichst waihrend der ersten Lichtzeit heran; 
die Zellen teilen sich vom Ende dieser Lichtzeit bis in die folgende 
Dunkelzeit hinein. In dieser erreichen nun auch die schon synchroni- 
sierten Zellen aus der ersten Dunkelzeit das teilungsfaihige Stadium. 
Wahrend der ersten zwei Dunkelzeiten wird die Streuung der Zellen 
soweit verringert, daB in der dritten Periode die Kultur komplett syn- 
chronisiert ist. 

Alle Zellen, die einmal im 16:12-Wechsel zur Teilung gekommen sind, 
wachsen unter diesen Bedingungen synchron weiter. Der Ubergang von 
Dauerlicht-Zellen zu solchen vollsynchroner Kulturen vollzieht sich also 
ohne Adaptationserscheinungen an den Einzelzellen. Beim Ubergang 
vom Schraigagar in Fliissigkeitskulturen machen diese allerdings eine 
langere Adaptationszeit durch (vgl. SonpER 1960). 

Beim umgekehrten Ubergang einer vollsynchronen Kultur aus dem 
Licht-Dunkel-Wechsel in Dauerlicht (Abb. 19) verlauft der erste Teilungs- 
schub noch in anndhernd gleicher Weise wie im Wechsellicht. Der Beginn 
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des Dauerlichtes wirkt naturgemiB noch als Zeitgeber. In der Folge ent- 
fallt die Dunkelzeit, die bis dahin die unterschiedlichen Langen der indi- 
viduellen Entwicklungsabléufe abfing und somit bis zum Lichteinsatz 
minimale Streuung einstellte. Nun beginnt stattdessen nach jeder 
Teilung sofort ein neuer Entwicklungsablauf; méglicherweise ist dieser 
Beginn sogar vorverlegt, weil die Autosporen bereits vor ihrer Freisetzung 
innerhalb der Muttermembran zu photosynthetischem Stoffgewinn be- 
féhigt sein kénnen. — Uber die durchschnittliche Lange des Entwick- 
lungsablaufes der Zellen einer Dauerlicht-Kultur liegen noch keine 
genauen Angaben vor. Diese Frage bedarf noch einer eingehenden 
Bearbeitung. — Die stets (auch bei minimaler Streuung!) gleichermafen 
vorhandenen individuellen Unterschiede im Entwicklungsablauf fiihren 
mehr und mehr dazu, daB die Population aus einem Zustand scharfer 
Synchronisation in einen solchen maximal gegeneinander verschobener 
Entwicklungsgange iibergeht (Desynchronisierung). 

Da8 die Zellteilungen in Abb.19 noch iiber eine Anzahl von Perioden 
hinweg ein regelmaBiges Schwanken der Teilungsaktivitat zeigen, liegt 
an der Beibehaltung des 28stiindigen Verdiinnungsabstandes. Bis zur 
28. Std wird die Kultur jeweils so dicht, daB die Verdiinnung die Zellen 
schlagartig in héheren LichtgenuB versetzt. Die erzeugten periodischen 
Beleuchtungsschwankungen in den Algensuspensionen wirken nach Er- 
fahrungen im hiesigen Institut (RUPPEL, unver6ffentlicht) bis zu einem 
gewissen Grade noch synchronisationserhaltend. Mit einer haufigeren 
Verdiinnung wiirde man schnell zur asynchronen Dauerlicht-Kultur 
gelangen. Die zunehmende Abschwachung der Synchronisation spiegelt 
sich auch in der Kurve der Mittelwerte der gréBten Zelldurchmesser, 
deren Extreme immer naher zusammenriicken (Abb. 19b). 


Das Kurvenbild der Abb. 19 erweckt den Eindruck, daB die Synchronisation in 
Nachschwingungen ausklingt (vgl. hierzu auch Merrerr 1954 und WanKA 1959). 
Dabei handelt es sich hier aber nur um das Auspendeln der Population, das in ein- 
facher Weise der aus statistischen Regeln abzuleitenden Erwartung entspricht. 
Dieses Auspendeln 1aBt sich nicht direkt mit den ,,Nachschwingungen“ persistieren- 
der rhythmischer Systeme vergleichen, wie sie an den Einzelindividuen héherer 
Organismen vielfach zu beobachten sind (vgl. Binnie 1958). 


IL. Diskussion der Synchronisationstypen 
Vollsynchronisation 

Eine 100°/,ige Gleichschaltung aller Zellen einer Population (Voll- 
synchronisation) ist naturgemaB gleichbedeutend mit der Kinstellung 
einer minimalen Streuung. Stellvertretend fiir die physiologische 
Streuung, auf die unsere Uberlegungen abzielen, wird in dieser Arbeit die 
ZellgréBe verwendet. Diese stellt bei Chlorella die einzige einfach meBbare 
Eigenschaft einer Hinzelzelle dar, auf die eine statistische Analyse der 
Population gegriindet werden kann. 
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Der bei der Synchronisation der Zellteilungen wirksame Zeitgeber 
wird durch den Lichteinsatz eines Licht-Dunkel-Wechsels geliefert. 
Dabei wird die Vollsynchronisation erreicht, wenn in einem Licht- 
Dunkel-Wechsel die Voraussetzungen fiir eine komplette Zellentwicklung 
gegeben sind, und zwar innerhalb des genetisch festgelegten kiirzestmog- 
lichen Entwicklungsablaufes. Dieser Zustand ist in Abb.20a (Licht- 
Dunkel-Wechsel 16:12) dargestellt. 

Ist einmal die Minimalstreuung erzielt, so kann diese auch unter ge- 
wissen ungiinstigen Bedingungen beibehalten werden, solange nur durch 
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Abb. 20. Entwicklungsabliufe vollsynchroner Kulturen mit verschiedener Generationsdauer. Zu Ver- 
suchsbeginn lag fiir die Versuche b—d minimale Streuung vor. a 16:12, 9000 Lux, 30°C; b 16:19 
—> 10:8, 9000 Lux, 30°C; ¢ 16:12 — 8:8, 9000 Lux, 30°C; d 16:12, 30°C, 9000 Lux — 5000 Lux 


einen Licht-Dunkel-Wechsel fiir die Anwesenheit des Zeitgebers gesorgt 
ist. Kine Verkiirzung des Licht-Dunkel-Wechsels auf 10:8 (Abb.20b) 
oder gar 8:8 Std (Abb. 20c) verlangert dann lediglich den Entwicklungs- 
ablauf auf zwei oder drei Perioden, Eine Herabsetzung der Beleuchtungs- 
stiirke bei einem Licht-Dunkel-Wechsel von 16:12 (Abb.20d) kann sogar 
die Lange des Entwicklungsablaufes absolut noch weiter ausdehnen. — 
In allen Fallen wirkt dann der 16—20 Std vor der Teilung liegende Licht- 
beginn als Zeitgeber, weil er die Zellenim geeigneten Entwicklungszustand 
antrifft. Kntsprechend dem insgesamt verlingerten Lichtgenu8 liefern 
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Abb.21. Entwicklungsabliufe und Verteilungstypen von gruppensynchronen Kulturen mit ver- 

schiedener Zahl der Gruppen und Linge der Generationsdauer. Zu Versuchsbeginn lag ftir die Kul- 
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die Zellen nach einem verlaingerten Entwicklungsablauf eine etwas 
hohere Zahl von Tochterzellen. Der Einflu8 der verlingerten Dunkel- 
zeiten ist in dieser Hinsicht von untergeordneter Bedeutung. 

Es sei ausdriicklich betont, daB die in Abb. 20b—d dargestellten ver- 
langerten, vollsynchronen Entwicklungsablaufe niemals direkt aus einer 
nichtsynchronen Dauerlicht-Kultur zu erreichen sind, sondern stets eine 
komplette Synchronisierung iiber den in Abb.20a dargestellten Weg 
voraussetzen. 

Gruppensynchronisation 

Geht man von einer nichtsynchronen Kultur, d.h. von einer maximal 
streuenden Population auf Bedingungen der Abb.20b—d (verkiirzte 
Periodenlange oder Herabsetzung der Beleuchtungsstarke) iiber, so 
erfolgt zwangslaufig eine Synchronisation in zwei bzw. drei Gruppen mit 
jeweils entsprechend verlingertem, aber gleichem Entwicklungscyclus 
(Abb. 2ta, b,c). Auch in solchen Kulturen liegen dann niemals Zellen vor, 
die nicht synchronisiert sind und nicht die gleiche Linge der Entwick- 
lungscyclen haben. Grundsatzlich kann die Zahl der voneinander unab- 
hangigen Gruppen weiter vermehrt werden; doch entziehen sich solche 
Falle der statistischen Analyse, weil sie sich bereits dem Zustand einer 
Dauerlicht-Kultur nahern (Desynchronisation durch Aufspaltung in 
viele Gruppen). 

Das Zahlenverhaltnis der Gruppen, die regelmaBig miteinander alter- 
nieren, ergibt sich aus der statistischen Streuung zu Versuchsbeginn. 
Charakteristisch fiir die Gruppensynchronisation ist das regelmaBige 
Erscheinen mehrgipfeliger Verteilungskurven. Diese Kurven verlagern 
sich im Laufe der Zellentwicklung in Richtung auf das gréBere Volumen; 
bei jeder Teilung einer Gruppe springt diese jeweils zum kleineren 
Bereich um. Entsprechend der Verdiinnung erhalt man beim Auszahlen 
der jeweiligen Tochterzellen einen Wechsel von gré8eren und kleineren 
Teilungsschiiben. Dennoch ist die Zahl der Autosporen je Mutterzelle 
bei der Gruppensynchronisation (Abb.21a—c) im Durchschnitt gleich 
der Zahl der Autosporen vollsynchroner Kulturen mit verlingertem Ent- 
wicklungsablauf unter gleichen AuBenbedingungen (Abb.20b—d). 


Teilsynchronisation 

Neben der Gruppensynchronisation (welche man, von minimal streu- 
enden Kulturen ausgehend, durch Verkiirzung der Lichtzeit oder durch 
Verringerung der Beleuchtungsstiirke erzielt) kann bei anderen ungiinsti- 
gen AuBenbedingungen ein weiterer Typus synchronen Teilungsverhal- 
tens auftreten. In Abb. 22 ist die Wirkung einer Temperaturerniedrigung 
um 10°C an einer Kultur im Licht-Dunkel-Wechsel 16:12 dargestellt, 
Zwei charakteristische Merkmale fallen hier ins Auge: 1. die Zahl der 
Autosporen je Mutterzelle liegt erheblich niedriger, 2. in der Population 
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kommen nebeneinander kiirzeste Entwicklungsablaufe und auBerdem 
solche, die auf zwei Perioden verlangert sind, vor. Im Unterschied zur 
Gruppensynchronisation wechseln die langen und kurzen Entwicklungs- 
ablaéufe nicht gruppenweise miteinander ab, sondern in die Generations- 
folgen einer Zelle schalten sich zufallsbedingt gelegentlich verlangerte 
Entwicklungsabliaufe ein. Der Anteil dieser verlingerten Ablaufe ist nach 
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Abb.22. Entwicklungsabliufe und Verteilungstyp einer teilsynchronen Kultur. OmmeiC. ktirzest- 
méglicher Entwicklungsablauf, 16:12, 9000 Lux, 20°C; Qua 7) verlangerter Entwicklungsablauf, 
. 16:12, 9000 Lux, 20°C 


unseren bisherigen Beobachtungen verhaltnismaBig gering. In dem vor- 
liegenden Abbildungsschema, da8 sich unmittelbar auf Erfahrung stiitzt, 
trifft auf fiinf kurze Cyclen je ein langer Cyclus. 


Da der Anteil der verlingerten Entwicklungscyclen gleich bleibt, 
ergibt sich eine konstante, zur gegebenen Teilungszeit gleiche Hohe der 
Teilungsschiibe. Die GréBenverteilungskurven, die man zur gleichen 
Zeit zu Beginn der Belichtung aufnimmt, haben stets dieselbe Form 
(Abb. 22b), wobei der nach rechts verlaufende Schwanz von den jeweils 
nicht zur Teilung gelangten Zellen gebildet wird. 


Die Ausbildung einer Teilsynchronisation im genannten Sinne ist 
nicht abhangig vom Grade der Streuung des Zellmaterials bei Versuchs- 
beginn. Diese riihrt offenbar daher, daB die Bedingungen fiir Teilsyn- 
chronisation ihrerseits stets rasch zu einer Erhéhung der Streuung fiihren. 


Die charakteristischen Unterschiede zwischen Gruppen- und Teilsynchroni- 
sation werfen die Frage auf, ob deren Ausbildung bei einer Verschlechterung des 
Lichtgenusses bzw. bei Erniedrigung der Temperatur grundlegend verschiedene 
Angriffspunkte innerhalb der Zellentwicklung anzeigt. Die starke Verringerung der 
Autosporenzahl bei der Teilsynchronisation unter vorwiegender Erhaltung des 
kiirzesten Entwicklungsablaufes spricht fiir ein Beibehalten der Teilungsbereitschaft 
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bei Verminderung der assimilatorischen Produktion von Zellmaterial. In den 
Fallen der Gruppensynchronisation mit ausschlieBlich verlangerten Entwicklungs- 
ablaufen erscheint dagegen die Teilung in starkerem Mafe der vorangehenden 
Substanzproduktion unterworfen. 


Zusammenfassung 
1. An Chlorella-Kulturen mit konstant eingestellter Zellzahl wurde 
unter verschiedenen AuBenbedingungen die Wirkung des Licht-Dunkel- 
Wechsels auf die Teilung untersucht und die eintretende Dauer-Syn- 
chronisation durch Aufnahme von statistischen Verteilungskurven der 
ZellgréBen genauer gekennzeichnet. 


2. Es wurden drei Typen der Synchronisation nachgewiesen : 


a) Vollsynchrone Kulturen entstehen bei giinstigen Bedingungen 
(16:12, 9000 Lux, 30°C). In ihnen ist die physiologische und morpho- 
logische Streuung minimal, d.h. alle Zellen der Kultur befinden sich 
wahrend des (hier kiirzesten) Entwicklungsablaufes im gleichen Zu- 
stand. — Gibt man vollsynchronen Algen (minimale Streuung) geringeren 
LichtgenuB (Herabsetzung der Beleuchtungsstarke oder Verkiirzung der 
Perioden), so ergeben sich vollsynchrone Kulturen mit verlangerten 
Entwicklungsablaufen. 

b) Geht man von Dauerlicht-Kulturen (maximale Streuung) unter 
den gleichen Bedingungen verringerten Lichtgenusses in Wechsellicht 
iiber, so stellen sich gruppensynchrone Kulturen ein. Die Zellen sind 
hier je nach der Streuung des Ausgangsmaterials in verschieden groBe 
Gruppen aufgeteilt. Diese Gruppen mit verlaingerten und in sich komplett 
synchronen Zellen kommen wechselweise zur Teilung, woraus (im Zusam- 
menhang mit der Verdiinnung) ein regelmaBiges Alternieren verschieden 
hoher Teilungsschiibe resultiert. 

ce) Anzucht der Algen im Licht-Dunkel-Wechsel bei erniedrigter 
Temperatur (20° statt 30°C) ergibt teilsynchrone Kulturen. In diesen 
kommt nach Mafgabe der erhéhten Streuung physiologischer Zustiande 
in einem Licht-Dunkel-Wechsel jeweils ein bestimmter, stets gleicher 
Prozentsatz der Zellen nicht zur Teilung. Diese Zellen haben gegeniiber 
der Hauptmasse einen verlingerten Entwicklungsablauf; die Teilungs- 
schiibe sind stets von annihernd gleicher Hohe. 

Vollsynchrone, gruppensynchrone und teilsynchrone Kulturen liefern 
grundsatzlich verschiedene Verteilungskurven der ZellgréBen. 

3. Die Synchronisierung beim Ubergang von Dauerlicht zu Wechsel- 
licht resultiert aus der Verringerung der Streuung in den beiden ersten 
Dunkelzeiten. Die Annahme einer physiologischen Adaptation ist dabei 
nicht notwendig. 

4, Vollsynchrone Kulturen, die in Dauerlicht iiberfithrt werden, 
gehen gemaf der Zunahme der statistischen Streuung in den asynchronen 
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Zustand iiber. Von Nachschwingungen im Sinne der Entwicklungs- 
physiologie kann dabei nicht gesprochen werden. 


ms Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. A. Prrson danke ich fiir die 
Uberlassung des Themas sowie fiir Rat und Hilfe, mit denen er mir jederzeit zur 
Seite stand. — Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die gewahrte 
apparative Unterstiitzung gedankt. 
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Zur Kenntnis des Fettsiureabbaus durch Schimmelpilze 
ITT. Mitteilung 


Uber eine Decarboxylase der mittleren 3-Ketomonocarbonsiuren 
(3-Ketolaurat-decarboxylase) 


Von 
WILHELM FRANKE, ARNO PLATZECK und GISELA EICHHORN 


Mit 7 Textabbildungen 
(Eingegangen am 5. April 1961) 


In der vorausgehenden Mitteilung dieser Untersuchungsreihe, die in 
erster Linie die enzymatischen Verhiltnisse beim Fettsdiureangriff 
durch Schimmelpilze klaren sollte, war erstmals tiber Coenzym-A-abhan- 
gige Dehydrierungen héherer Fettsiuren durch Pilzextrakte, hauptsach- 
lich aus Asp. niger, berichtet worden (FRANKE u. HEINEN 1958b). Nach 
dieser Primarphase des Fettséureumsatzes erschien uns als weiterer 
naheliegender Ausgangspunkt von Untersuchungen die bisher im all- 
gemeinen als Endstufe der Abbaufolge in Schimmelpilzen angesehene 
mutmaBliche Decarboxylierung von §-Ketomonocarbonsauren 
(vgl. Schema bei FRANKE u. HEINEN 1958 a). Diese Reaktion war unseres 
Wissens bisher nur von KAarRER u. HAAB (1948) mit bescheidenem Erfolg 
untersucht worden. 

Die Autoren hatten auf die 6-Ketosiuren C,, C, und C, vakuumtrockenes Pulver 
9tagigen Mycels verschiedener Penicilliwm-Arten bei px 5,6 und 22—28° einwirken 
lassen und eine Steigerung der Selbstzersetzung der Substrate um das 2—3fache 
beobachtet. Das Enzym wurde als sehr unbestandig und wahrscheinlich zellgebun- 
den angesprochen; Acetonbehandlung von Mycel bei 0° zerstérte es, Freilegung 
durch Autolyse oder Extraktion aus dem Mycel gelang nicht. 

Wenngleich die orientierenden Versuche von Karrer u. Haas nicht 
ermutigend waren, standen doch andrerseits hinsichtlich des unter- 
suchten Pilzmaterials die Fragen offen, ob die gepriiften Schimmelpilze 
gute Methylketonbildner gewesen waren, ob das ziemlich alte und wahr- 
scheinlich sporulierte Mycel noch enzymaktiv gewesen war und ob die von 
den Autoren angewandte zweitigige Trocknung nicht zur weitgehenden 
Inaktivierung des Enzyms gefiihrt hatte; dazu kam noch die Frage, ob 
das gewahlte pq und die untersuchten Substrate optimal gewesen waren. 
Wir nahmen daher die Priifung von Schimmelpilzen auf eine f-Keto- 
sdure-decarboxylase auf breiterer Basis auf und konnten ein solches, 
hauptsachlich auf Sdéuren mittlerer Kettenlainge eingestelltes Enzym von 
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teilweise sehr merkwiirdigen Eigenschaften in Schimmelpilzextrakten 
unschwer nachweisen. Uber einige friihe Befunde dieser Untersuchung ist 
im Rahmen eines Vortragsreferates bereits an anderer Stelle kurz berich- 
tet worden (FRANKE, HEINEN u. PLATZECK 1959). 


Methodik 


I. Pilzmaterial und -ziichtung 

Fiir die weit iiberwiegende Mehrzah] der Versuche diente der Asp. niger-Stamm 
311, der sich in der I. Mitteilung (FRANKE u. HEDNEN 1958 a) als bester Methylketon- 
bildner unter 38 untersuchten Schimmelpilzen erwiesen hatte, als Ausgangsmaterial ; 
wo sich spater im Text keine besondere Angabe findet, wurde mit diesem Stamm 
gearbeitet. Da er gegen Ende der Untersuchung bei der Ziichtung auffallend frith zu 
sporulieren begann und im Zusammenhang damit schlechte Enzymausbeuten 
lieferte, wurde in den letzten Phasen der Arbeit meist mit Asp. niger 370, gleichfalls 
einem guten Methylketonbildner, gearbeitet. Grundsatzliche Unterschiede im Ver- 
halten von Enzymlésungen aus den beiden Pilzstémmen wurden nie beobachtet. 

Zu einigen Vergleichsreihen wurden zusitzlich die folgenden Pilze verwendet, 
die sich friiher (FRANKE u. HEINEN 1958a) teils als gute Methylketonbildner (A), 
teils (praktisch) als Nichtmethylketonbildner (B) erwiesen hatten: 


A B 
Rhizopus tonkinensis 513 Absidia glauca 521 
Penicillium roqueforti 400 Cunninghamella elegans 536 
Penicillium camemberti 421 Acaulium albo-nigrescens 451 
Neurospora crassa 462 Pullularia pullulans 601 
Sordaria macrospora 466 Alternaria tenuis 627 
Oospora lactis 586 


Die Ziichtung der Pilze erfolgte in Oberflachenkultur auf der von THALER Ww 
Geist (1939) angegebenen synthetischen Nahrlésung (vgl. FRANKE u. HEINEN 
1958b). Als C-Quelle wurde 5°/, Zucker, als potentielle Wuchsstoffquelle 0,25°/, 
Hefeextrakt (Cenovis, Miinchen) zugesetzt. Apsergillen und Penicillien wurden auf 
Rohrzucker geziichtet, die tibrigen Pilze auf Glucose (Starkezucker), da manche 
invertinarme Pilze nur schlecht auf Saccharose wuchsen. Zur priiparativen Mycel- 
zuchtung wurden einige Liter auf py 6,5 gebrachter Naihrlésung mit einer zerriebe- 
nen, sporulierten Erlenmeyer-Vorkultur beimpft, in groBbe Petrischalen ausgegossen 
und bei 28° inkubiert. Die Kulturdauer betrug bei Asp. niger gewohnlich 2 Tage; 
dann war vollstindige Deckenbildung, aber (im Normalfall) noch keine Sporulation 
eingetreten. Die iibrigen Pilze wurden im etwa gleichen Wachstumsstadium 
geerntet, wobei die Ziichtungsdauer infolge unterschiedlicher Wachstumsintensitat 
zwischen 3 und 7 Tagen variierte. 


IT. Enzymgewinnung 


Die herangewachsenen Myceldecken wurden gewaschen und in der hydrau- 
lischen Presse abgepreBt; sie konnten vor Verarbeitung ohne Aktivitiatsverlust in 
der Tiefkiihltruhe (— 20°) 1—2 Wochen aufbewahrt werden. Das PreBmycel wurde 
gewohnlich mit der dreifachen Menge an dest. Wasser, seltener m/15-Phosphatpuffer 
(vgl. S. 84), unter Zusatz von Quarzsand griindlich verrieben; im spateren Teil der 
Arbeit wurde ohne Sandzusatz im Kleinhomogenisator (Biihler, Tiibingen) einige 
Minuten homogenisiert. Der Mycelbrei wurde entweder bei 6000 g (Christ- Junior IT) 
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oder bei 17000 g (Phywe-Hispirouette) 20 min lang zentrifugiert, wodurch mehr 
oder weniger getriibte, gelbliche Rohenzymlésungen erhalten wurden. Durch 
Dialyse, Ansiuern, Hitze- oder Kaltebehandlung und anschlieBendes Zentrifugieren 
kénnen auch — allerdings mit gewissem Enzymverlust — klare, gelbe Lésungen er- 
halten werden, deren spezifische Aktivitit meist hdher ist als die des Rohextrakts 
(Naheres 8. 87/88). 

Trockengewichtsbestimmungen wurden gewohnlich nach zweitagiger 
Dialyse der Extrakte gegen Leitungswasser durch Eindampfen bei 105° ausgefiihrt. 


III, Umsatz- und Aktivitdétsbestimmung 
Das nach 
R-CO- CH, - COOH + R- CO- CH, + CO, (1) 
bzw. 


R-CO-CH,- COO’ + H,O > R- CO- CH, + HCO,’ (1a) 


aus dem Substrat entstandene Kohlendioxyd bzw. Bicarbonat wurde manometrisch 
in WarburggefaBen mit zwei Seitenarmen bestimmt. Der Hauptraum der GefaBe 
enthielt bei Versuchsbeginn Enzym- und Pufferlésung (sowie gegebenenfalls H,O), 
ein Seitenarm wurde mit Natriumsalz der 6-Ketosaure beschickt, der andere mit 
0,5 ml 2n HCl zum Austreiben des von der Pufferlésung (bei pp>4,5) zum Teil 
zuriickgehaltenen CO, bei Versuchsende. 

Im allgemeinen konnte auf ein Fiillen der WarburggefaBe mit Stickstoff ver- 
zichtet werden, insbesondere bei den beiden Aspergillws-Stammen (311 und 370), da 
der 6fters in Luft festgestellte Sauerstoffverbrauch des Enzyms mit Substrat (etwa 
10 wl nach 30min, mit KOH im Mitteleinsatz der GefaéBe) gegeniiber der CO,- 
Entwicklung vernachlassigt werden konnte. Bei der Vergleichsreihe mit ver- 
schiedenen Pilzen (S. 79) wurde unter Stickstoff gearbeitet, da hier in Luft zum 
Teil betrachtliche Sauerstoffaufnahmen zu verzeichnen waren (bis etwa 50 wl in 
30 min). 

Der Mehrzahl der durchweg bei 30° ausgefiihrten Versuche lag folgende, im 
Text spater als ,,Normalansatz‘‘ bezeichnete Reaktionsmischung zugrunde: 1 ml 
Enzymlésung; 0,5 ml 0,1m $-Ketosaiure als Natriumsalz; 1 ml 0,2 m Phosphat- 
puffer px 6,8. 

In der groBen Mehrzahl der ausgefiihrten Versuche war 6-Ketolaurat das 
Substrat. Die Substratkonzentration im Gesamtansatz war 0,02 m. Die ziemlich 
hohe Pufferkonzentration (0,08 m) war wegen des py-Anstiegs wihrend der Reak- 
tion (vgl. Gl. 1 und 1a) bei gréBeren Umsitzen notwendig. Die Reaktionsdauer 
betrug, soweit nicht anders vermerkt, 30 min. 

Nach 10 min langem Temperaturausgleich im Thermostaten wurde die Substrat- 
lésung zur gepufferten Enzymlésung gekippt. 30 min spater wurde HCl aus dem 
zweiten Seitenarm in den Hauptraum entleert und nach weiterem 10min langem 
Schiitteln die Endablesung der CO,-Entwicklung vorgenommen. Die in Enzym +- 
Puffer + Substrat von Anfang an gebunden vorhandene CO,-Menge (a) wurde in 
einem kompletten Kontrollansatz durch Zukippen von HCl zur Zeit 0 ermittelt und 
vom Endwert des Enzymversuchs abgezogen. Bei den (seltenen) langerdauernden 
Versuchen mit 6-Ketolaurinsaure und den (gleichfalls wenigen) Versuchen mit labi- 
len, niederen f-Ketosiuren muBte die Selbstzersetzung des Substrats in der Ver- 
suchszeit beriicksichtigt werden. Sie wurde in einem enzymfreien Ansatz zur Zeit t 
(b), ebenfalls mit Nullwertskontrolle (c) bestimmt. Die Gesamtkorrektur war dann 


K=a+ (b—c). 
Zwischen py 6,0 und 7,5 wurde mit Phosphat gepuffert. Fiir Versuche in anderen 


pu-Gebieten wurde Acetat-, Borat- oder Citrat-Puffer verwendet; Tris(hydroxy- 
methyl)-aminomethan- und Ammoniak/Ammonchlorid-Puffer waren im alkalischen 
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Gebiet wegen starker Beschleunigung des Ketosiure-Selbstzerfalls nicht verwend- 
bar (vgl. S. 89). Fiir Versuchsreihen in groBerem py-Bereich (2—10) diente bisweilen 
der aus den Grundkomponenten Essigsiure, Phosphorsiure und Borsaure be- 
stehende Universalpuffer nach Brirron u. Roprnson (angesetzt nach BAMANN u. 
Myrpacx 1941) in der Konzentration von je 0,2 m. (De facto war die Konzentration 
also 0,6 m.) 

Da sowohl Enzym- als auch Substratlésungen betrachtliche Eigenpufferung 
zeigten, wurde das tatsichliche py der Warburgansitze in Vorversuchen ermittelt. 
Hierzu wurde die Pufferlosung mit Enzym- und Substratlésung direkt vermischt 
und der resultierende py-Wert an der Glaselektrode gemessen. Bisweilen wurde auch 
in einem bei Versuchsende nicht angesiuerten Warburgansatz das End-px gemessen. 
Der pu-Anstieg betrug selten mehr als 0,2 Einheiten. War er groBer, wurde als 
Reaktions-px der Mittelwert von Anfangs- und End-py genommen. 

Die in den Versuchen entwickelten CO,-Mengen werden durchweg in yl an- 
gegeben. Zum Aktivitatsvergleich von Enzymlésungen dient der Ausdruck 


wl CoO, 


Qco,= mg Enzymtrockengewicht - Std * 


Werden der Berechnung, wie iiblich, Halbstundenwerte zugrunde gelegt, dann darf 
der Umsatz in dieser Zeit héchstens die Halfte der eingesetzten Ketosaure erreichen, 
da dann wenigstens noch annahernde Linearitaét des Umsatzes besteht (vgl. 8. 80). 
Ist die Reaktion weiter gegangen, dann kann, da sie monomolekular verlauft, aus 
der Reaktionskonstanten k eine Anfangsgeschwindigkeit zuriickberechnet werden 
(Naheres 8.81). Enzymmengen werden in Enzymeinheiten HE = Qoo, mg 
Gesamttrockengewicht ausgedriickt. 


IV. Substrate 


Kristalline Acetessigsaure wurde durch Verseifung von frisch destilliertem 
Acetessigester nach KruEGER (1952) hergestellt und wegen ihrer Unbestandigkeit 
in der Tiefkiihltruhe (— 20°) aufbewahrt. 

Die geradzahligen B-Ketosaiuren von (, bis C,, wurden nach Angaben von 
Bovuveautt u. Boncerr (1902) und von Hunspreker (1942) gemaB folgendem 
Schema synthetisiert: 


BR - COCI + CH, : CO - CHNa - COOC,H, > CH, - CO - CH - CO0C,H, 207%, 


I IT COh mL 


R 


CH, -CO-CNa-COO0,H, —""*> R-CO-CH,:CO0C,H, ~°" + R-CO-CH,-COOK 


CO IV Vv VI 
R ASO. R- CO - CH, - COOH 
VII 


Fettsiurechlorid (I) wurde mit Natracetessigester (II) zum Acylacetessigester (III) 
kondensiert, der iiber die Natriumverbindung (IV) zum Acylessigester (V) hydroly- 
siert wurde; letzterer wurde mit Kalilauge verseift und aus dem Kaliumsalz (VI) 
durch Ansiuern und Ausithern die freie B-Ketosaure (VII) erhalten. Die kristallinen 
Sauren wurden auf Tonteller gestrichen und im Exsiccator iiber CaCl, und Paraffin- 
schnitzeln (zur Absorption von Methylketonen) bei 5° aufbewahrt. $-Ketocapron- 
siiure (C,) wurde erstmals kristallisiert (F 51°), 8-Ketolaurinsaure (C,,) erstmals mit 
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definiertem Schmelzpunkt (F 87°) erhalten. Im ubrigen stimmten die Schmelz- 
punkte der dargestellten Saéuren befriedigend mit den Literaturangaben iiberein. 
Unkristallisation kann aus Aceton oder Petrolither erfolgen. 

Bei langerer Lagerung der freien B-Ketosduren macht sich Selbstzerfall bemerk- 
bar; seine Geschwindigkeit nimmt von C,—C,, stark ab. Natriumsalzlésungen der 
B-Ketosauren, wie sie zu den Enzymversuchen verwendet wurden, sind auch bei 
Aufbewahrung im Hisschrank zersetzlicher als die festen Séuren und zudem infek- 
tionsanfallig; sie wurden daher alle paar Tage frisch angesetzt. Im iibrigen wurden, 
wie schon friiher erwahnt, nur in einigen (friihen) Versuchsreihen andere f-Keto- 
sauren als 6-Ketolaurinsaure eingesetzt. 

Der Ketosauregehalt fester Substrate wie von Salzlésungen wurde des éfteren 
mittels der sogenannten Anilincitrat-Methode (Epson 1935) kontrolliert, bei der die 
rasche und quantitative CO,-Entwicklung auf Zukippen einer Mischung von Anilin 
und 50°/,iger Citronensaéurelésung zum Substrat im Warburggefé8 manometrisch 
bestimmt wird. Substratlésungen, deren Gehalt auf <90°/, d.Th. abgefallen war, 
wurden erneuert. 


Versuchsergebnisse 
I. Vorversuche 

Da nach friiheren Versuchen (FRANKE u. HEINEN 1958 a) verschiedene 
Schimmelpilze aus Buttersaure reichlich Aceton bilden und Acetessig- 
saure leicht darstellbar ist, wurden die ersten Versuche dariiber, ob 
iiberhaupt decarboxylaseaktive Extrakte aus einem guten Methylketon- 
bildner wie Asp. niger 311 zu erhalten waren, mit dieser einfachsten 
6-Ketosaure ausgefiihrt. Aus dreitagigem Mycel wurde nach S. 74 ein 
waBriger Extrakt hergestellt (Trockengewicht 15 mg/ml) und auf 
Natriumacetacetat-Lésung bei pg 6 und 7 zur Einwirkung gebracht. Die 
Selbstzersetzung der Ketoséure wurde im enzymfreien Parallelversuch 
bestimmt. 

Der allgemeine Versuchsansatz war: 0,5 ml Enzym bzw. Wasser, 0,5 ml 0,1 m 
Natriumacetacetat, 0,5 ml 0,2 m Phosphatpuffer px 6 oder 7, H,O auf 2,5 ml. 

Nach 60 min Versuchsdauer bei 30° betrug die CO,-Abspaltung (in 


bl): 


im im 

Enzymansatz | Kontrollansatz 
bei pr 6 50 15 
bei pu 7 10 5 


Damit war eine — wenn auch wenig aktive — Decarboxylase im zell- 
freien Pilzextrakt nachgewiesen, die offenbar im schwach sauren Gebiet 
wirksam wird. Dieses Ergebnis veranlaBte die Synthese zweier héherer 
f-Ketosauren, nimlich 6-Ketocaprylsaure (C,) und 6-Ketolaurin- 
sadure (C,), die im gleichen Ansatz wie Acetessigsiure gepriift wurden. 
Da die py-Abhangigkeit der Decarboxylierungen nicht bekannt war, 
wurden jeweils drei Versuche bei py 5, 6 und 7 unter Verwendung des 
Universalpuffers nach Brrrron u. RoBINson ausgefihrt. Abb. 1 zeigt das 
Ergebnis der Versuchsreihe. 
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Man erkennt die starke Zunahme der enzymatischen Decarboxy- 
lierungsrate mit steigender C-Zahl der Saéuren. Die Umsiitze der drei 
Ketosauren bei px 6 stehen etwa im Verhaltnis von 1:2:7. Zugleich 
zeigt sich in der gleichen Reihenfolge eine Verschiebung des pp-Optimums 
in Richtung auf den Neutralpunkt, was wahrscheinlich mit der abneh- 
menden Léslichkeit der freien Sduren zusammenhangt: nur Acetessig- 
siure ist im gesamten untersuchten px-Bereich léslich, 6-Ketocapryl- 
siure beginnt bei py 5, 6-Ketolaurinsiure schon bei py 6 auszufallen. 


400 


500 


& PH 7 


Abb.1. CO,-Abspaltung aus den f-Ketosiiuren C,, Cs und C,, mit (——) und ohne Enzym (- - - - - ) 
nach 60 min 


Was die pp-Abhangigkeit des Selbstzerfalls der Siuren anbetrifft, so ist 
sie nach alteren Untersuchungen an der Acetessigsiure (WipMARK 1920, LaunG- 
GREN 1925) und an der ax-Dimethylacetessigsiure (PEDERSEN 1929) dadurch 
bedingt, daB die Zerfallsrate des Anions ungieich (50- bzw. 200mal) geringer ist als 
diejenige der undissoziierten Saiure. Bei den héheren f-Ketosiuren wird diese nor- 
male py-Abhangigkeit tiberdeckt durch das Ausfallen der — naturgemaB reaktions- 
trigen — unldslichen Saiuren bei tieferen py-Werten. 


Il, Einflup der Kettenlinge auf die Decarboxylierungsrate der 
fb-Ketoséuren von OC, bis Oy, 

Nach dem Ergebnis der Vorversuche wurden auch die noch fehlenden 
geradzahligen 6-Ketomonocarbonsiuren zwischen C, und C,, synthetisiert 
und auf ihr Verhalten im Enzymversuch gepriift. 

Die Ketoséuren wurden beim jeweiligen pq-Optimum ihres Umsatzes, das 
zwischen C, und Cy, nach orientierenden Versuchen (vgl. Abb.1) von 5,5 auf 7,0 
anstieg, untersucht. Von den Substraten waren nur Acetessigsiure und f-Keto- 
capronsiure im ganzen Untersuchungsbereich (pp 5—8) léslich. Von f-Keto- 


myristinsdure (C,,) und 6-Ketopalmitinsiure (C,,) waren die Natriumsalze erst ober- 
halb pr 7 gelost. 
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Abb.2 zeigt das Ergebnis des Hauptversuchs, in dem — wegen der 
Kleinheit der Umsitze bei kurz- und bei langkettigen Siiuren — die CO,- 
Entwicklung nach 1 Std gemessen wurde. 


Der Ansatz enthielt in 2,5 ml: 1 ml Enzymlésung, 0,5 ml 0,1 m Na-Salz der 
B-Ketosaure, 0,5 ml 0,2m Universalpuffer. Der Selbstzerfall der Substrate ist in 
Abb. 2 bereits abgezogen; er fiel 
zudem nur bei C, und ©, sowie 


C,, und C,, gegentiber dem Ge- 400 
samtumsatz prozentisch ins 
Gewicht. 
Die Kurve zeigt bei C,, peels 
. : Oo 
ein ausgesprochenes Maxi- = 
mum. Da keine Anzeichen A om 


vorhanden sind, da8B ver- 
schiedene Enzyme vorlie- 
gen, soll das decarboxy- 
lierende Enzym einstweilen 
nach dem optimalen Sub- 0 

i fernotele. Grew lated GongsSy onic 


strat als 6-Ketolaurat- 
. Abb.2. Enzymatische CO,-Abspaltung (um Leerwert 
decarbox ay; lase bezeich- korrigiert) aus den $-Ketosiuren von C,—Cig beim px- 


700 


net werden (vgl. Horr- Optimum nach 60 min 
MANN-OSTENHOF 1953). Tabelle 1 
i Decarboxylase-Aktivitat Qco, von Schimmelpilz- 
III. Verbreitung extrakten bei px 6,5 in Gegeniiberstellung zur 
der Decarboxylase Methylketonbildung aus Laurat nach 4 Tagen 
Da in der vorausgehen- ug 
: , Pilz (vgl. 8. 74) co, ’ i 
den Mitteilung (FRANKE Eg Poa 
u. Hernan 1958b) gezeigt pa izonus tonkinensis 30 620 
worden war, daB die Fett- Cunninghamella elegans 7 20 
sauredehydrogenase -Akti- —_ Absidia glauca ~0 0 
vitat in schlechten Methyl- 
[ee Uildrerniteis war. i Aspergillus niger 32 680 
gore: a ‘ Penicillium roqueforti 18 460 
Durchschnitt geringer, aber Penicillium camemberti 37 640 
doch von gleicher GroéBen- — Acauliwm albo-nigrescens | ~0 0 
ordnung ist wie in guten, Neurospora crassa 16 410 
war es sehr wahrschein- Sordaria macrospora 23 420 
lich, daB das unterschied- Oosporn tiene =H 0 
liche Methylketon-Bil- — Pullularia pullulans ~0 0 
dungsvermégen auf Unter-  Aliernaria tenuis ~0 0 


schiede in der Decarboxy- 

lase-Aktivitaét der Pilze zuriickging. DaB dies in der Tat der Fall ist, 
belegt Tab.1, in der die Decarboxylase-Aktivitat Qoo, verschiedener 
Pilzextrakte dem frither (FRANKE u. Herven 1958a) bestimmten Methyl- 
keton-Bildungsvermégen der Pilzstéimme (nach viertaégiger Kultur aut 
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einer Nahrlosung mit 0,3°/, Laurat als einziger C-Quelle) gegeniiber- 
gestellt wird. 

Wegen der sehr unterschiedlichen Wachstumsintensitaét wurden die Pilze nach 
annaihernd erreichter Deckenbildung, jedenfalls vor Beginn der Sporulation ge- 
erntet (vgl. S. 74). Da orientierende Versuche mit verschiedenen Pilzextrakten ein 
px-Optimum der Decarboxylase zwischen 6 und 7 ergaben, wurde der Aktivitats- 
vergleich bei px 6,5 durchgefiihrt. Den Messungen lag der Normalansatz mit 0,02 m 
f-Ketolaurat zugrunde (8. 75). 

Nur aus guten Methylketonbildnern lassen sich aktive Extrakte gewin- 
nen. Das Ergebnis der Versuchsreihe gab keinen AnlaB, den bisher ver- 
wendeten Asp. niger-Stamm zu wechseln, der sich zudem durch rasches 
Wachstum und Infektionsresistenz vor anderen Pilzen auszeichnete. 


IV. Kinetik 
1. Reaktionsablauf und -ordnung 


In dieser Versuchsreihe wurde die Substratkonzentration relativ klein 
gewahlt, da die bei vollstandiger Substratspaltung entstehende COQ,- 
Menge wegen begrenzter Manometerkapazitaét ein gewisses MaB nicht 
iiberschreiten durfte. 

Der Ansatz war: 1,0 ml Enzymlésung, 0,2 ml 0,i1m f-Ketolaurat, 0,8 ml 0,2m 
Phosphatpuffer py 6,8. Der theoretische Endwert der CO,-Entwicklung war 4401. 

Die in einer Reihe von Parallelansaétzen nach bestimmten Zeiten ent- 
wickelten CO,-Volumina sind in Tab.2 (erste Reihe) verzeichnet. Da die 
thermische Spaltung der Acetessigsiure und der Dimethylacetessigsdiure 
dem monomolekularen Zeitgesetz folgt (Literatur 8S. 78), wurde gepriift, 
ob auch die enzymatische Decarboxylierung nach 


1 a 
dx/dt =) (a = x) bzw. k= 4343-4 8S Goe 
(a= CO,-Kapazitat der B-Ketosiiure, x=CO,-Abspaltung nach ¢ min) 
erfolgt. Die berechneten k-Werte sind in der unteren Reihe der Tabelle 
zusammengestellt. 


Tabelle 2. Kinetik der enzymatischen Decarboxylierung von B-Ketolaurat und Priifung 
auf monomolekularen Ablauf 
(Endwert 440 1) 


Zeit (min) 15 30 45 60 | 75 90 120 150 
———$—$—$ $$$ 
i CO, 72 150 222 260 290 320 375 405 

k +10? 1,20 1,40 1,55 1,50 1,44 1,45 1,50 1,69 


Mit Ausnahme des ersten und des letzten Wertes, bei denen die metho- 
disch bedingten Versuchsfehler stirker ins Gewicht fallen, ist die Kon- 
stanz von k durchaus befriedigend. 
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2. HinfluB der Enzymkonzentration 
In Ansétzen der allgemeinen Zusammensetzung 


0,1—1,0 ml Enzymlésung 

0,5 ml 0,1m -Ketolaurat (CO,-Kapazitat 1120 1) 
0,5 ml 0,2m Phosphatpuffer py 6,8 

H,0 auf 2,0 ml 


wurde exakte Proportionalitaét zwischen CO,-Abspaltung nach 30 min 
und Enzymkonzentration beobachtet. Da die maximale CO,-Entwick- 
lung 200 wl betrug, in spateren Versuchen mit angereichertem Enzym 
aber bisweilen erheblich gréBere CO,- 
Volumina gemessen wurden, wurde 
eine zweite Reihe mit gereinigtem 
Enzym (Ammonsulfatfraktion) aus- 
gefiihrt. In Abb.3 sind die Halbstun- 
den-Werte der CO,-Entwicklung mit 
verschiedenen Enzymmengen  ver- 
zeichnet. 

Ersichtlich besteht hier bei hoheren 
Enzymkonzentrationen keine Lineari- 
tat der CO,-Abspaltung mehr. Be- 
rechnet man jedoch aus der Reaktions- 
konstante k nach da/dt = k-a eine 0 OS 70 
Anfangsgeschwindigkeit der Re- ml Lazy 
aktion (d.h. fiir # = 1 min) und multi- Abb.3. CO,-Abspaltung nach 80min in 
pliziert diese mit 30, dann erhalt man jarene gfortran ok are 
fiir die beiden héchsten Enzymzusatze geschwindigkeit) 
extrapolierte Halbstunden-Werte (2), 
die wieder auf einer Geraden liegen. In dieser Weise lassen sich auch 
zu weit gelaufene Versuche noch retten (z.B. fiir Qoo,-Bestimmungen, 


vgl. S. 76). 


sa} 


3. HinfluB der Substratkonzentration 


In einem dem obigen entsprechenden Ansatz mit 0,5 ml Enzymlésung 
wurde der Substratzusatz zwischen 0,2 und 1,0 ml0,1m variiert. In Tab.3 


Tabelle 3. Abhdngigkeit der CO,-Entwicklung von der Substratkonzentration 


-Ketolaurat-Konzentration (m) | 0,01 | 0,015 | 0,025 | 0,04 0,05 
epee ee ee en eee ee 


ul CO, theoretisch 448 672 | 1120 | 1790 | 2240 
yl CO, nach 30 min 69 86 152 200 210 


sind die den einzelnen Substratkonzentrationen entsprechenden CO,- 
Kapazitaten sowie die nach 30 min beobachteten CO,-Abspaltungen ver- 
zeichnet. 
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Die entwickelten CO,-Mengen sind in allen Fallen so klein, da8 prak- 
tisch iiberall Linearitiit des Umsatzes gegeben war (S. 80). Man erkennt, 
daB bei den zwei hochsten Substratkonzentrationen Sattigung des Enzyms 
gegeben war. Da das Substrat aber nur teilweise gelést vorlag, hat die 
Feststellung nur formalen Wert, ebenso wie die (graphische) Ermittlung 
einer Michaelis-Konstante (= Konzentration bei Halbsattigung des En- 
zyms); ihr Wert betragt 0,0165 m. 


4. po-Hinflup 


Es machte wenig Unterschied, ob in den einzelnen py-Bereichen mit 
verschiedenen Puffern (S.75) oder im Gesamtbereich mit Universal- 


Pope CLT ey ae te 
PH 


Abb. 4. pu-Abhiangigkeit der 
enzymatischen  /-Ketolau- 
ratspaltung (60 min) 


puffer gearbeitet wurde. Abb. 4 zeigt eine typische, 
mit Universalpuffer erhaltene Aktivitats-pq- 
Kurve. 

Der Ansatz war: 1,0 ml Enzymlésung, 0,5 ml 0,1 m 
B-Ketolaurat, 0,5 ml 0,2m Universalpuffer. Die geringen 
Selbstzerfallswerte (maximal 25 yl) sind bereits ab- 
gezogen (vgl. auch Abb. 1). 

Die px-Kurve ist ziemlich symmetrisch und 
zeigt ein Optimum bei px 6,5, das in der Mehr- 
zahl der Falle gefunden wurde. Bei Enzym- 
lésungen unterschiedlicher Herkunft wurden 
maximale Schwankungen zwischen px 6 und 7 
beobachtet. Wie schon friither (S. 78) erwahnt, ist 
der Verlauf der wahren Aktivitats-pq-Kurve im 
sauren Gebiet héchstwahrscheinlich durch das ab 
pu 6 einsetzende Ausfallen der freien 6-Ketosaure 
verfalscht. Bemerkenswert ist, daB das Enzym 


auch im alkalischen Bereich, wo das Substrat als Anion vorliegt, 
noch betrachtliche Aktivitiét zeigt (vgl. 8S. 78). 


5. Hinflup der Pufferkonzentration 


Da zur Konstanthaltung des py-Wertes besonders bei gréBeren Umsitzen relativ 
erhebliche Pufferkonzentrationen erforderlich waren (S.75), wurde bei px 6,8 und 


Tabelle 4. Hinflub der Phosphatpuffer-Konzentration auf Enzymreaktion und 


Selbstzerfall von B-Ketolaurat 
(ul CO,/30 min) 


_  - OOha 


Pulferkonzentration (m) 


Reaktion R 
0,04 | 0,06 | 0,08 | 0,12 | 0,18 | 0.24 
mit Knzym 118 | Ia Nee alas: | 120 180 ete Tso 
ohne Enzym 8 8 | 19 | 12 15 | 24 


mibiger Reaktionsgeschwindigkeit (um px-Verschiebungen sicher zu vermeiden) 
gepriift, ob diese durch die Pufferkonzentration beeinfluBt wurde. Da auch die 
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Méglichkeit bestand, da der Selbstzerfall der 6-Ketolaurinsaure eine Beeinflussung 
erfuhr, lief eine enzymfreie Parallelreihe mit. 

Es erfolgt ein leichter Anstieg der Umsatzraten in den vollstiindigen Ansatzen 
mit steigender Phosphatkonzentration. Beriicksichtigt man jedoch die Werte des 
Leerzerfalls, so resultiert keine deutliche Beeinflussung der Enzymreaktion. Bei der 
meist verwendeten Pufferkonzentration von 0,08 m (8.75) ist der Leerzerfall so 
klein, daf er praktisch vernachlassigt werden kann. 


V. Abhingigkeit der Enzymaktivitdét und -ausbeute von den 
Ziichtungs- und Extraktionsbedingungen 


1. Kinflup eines Fettstiurezusatzes 

Bisher waren ausschlieBlich Nahrlésungen mit Zucker als einziger 
C- Quelle verwendet worden. Es erschien jedoch durchaus méglich, daB 
ein auf fettsdiurehaltiger Nahrlésung geziichtetes Mycel infolge adap- 
tiver Enzymbildung héhere Decarboxylase-Aktivitat aufwies (vgl. die 
Verhaltnisse bei Fettsiure-dehydrogenase (FRANKE u. HEINEN 
1958b), Glykolat-dehydrogenase(FRANKEu. ScHvuLz 1956), Glyoxy- 
lat-transaminasen (FRANKE, JILGE u. ErcHHORN 1961). Da die De- 
carboxylase optimal auf die C,,-Saure wirkt, war ein Zusatz von Laurin- 
saure bzw. des léslichen laurinséurehaltigen Tween 20 naheliegend. 
Zur Priifung wurden sowohl die Vorkulturen als auch die Hauptkulturen 
auf der friiher (S. 74) erwaihnten Nahrlésung mit 5°/, Saccharose unter 
Zusatz von 0,3°/, Laurinsaure (mit NH, neutralisiert) oder von 0,3°/,; Tween 
durchgefiihrt; eine Kontrolle mit reiner Zucker-Nahrlésung lief mit. 
Da das Angehen der Kulturen in Gegenwart von Fettsaure und von 
Tween 20 gehemmt wurde, erfolgte die Mycelernte im Stadium gleicher 
Mycelentwicklung (vgl. S. 74). Die folgende Tabelle erméglicht den Ver- 
gleich der jeweils im Normalansatz gemessenen Enzymaktivitaten. 


Tabelle 5. HinfluB von Fettsdéure- oder Tween-Zusatz (0,3°/,) zur Nahrlosung auf die 
Decarboxylase-Aktwitiat 


Ziichtungsdauer Bl Trockengewicht 
Zusatz (Tage) CO,/30 min (mg/ml) Qco, 
— 2 116 (57 34,6 
Laurinsaure 31/5 170 10,8 31,5 
Tween 20 Sal 175 10,5 33,3. 


Es zeigt sich, da8 ein Laurat- bzw. Tween 20-Zusatz ohne Bedeutung 
fiir die Mycelaktivitat ist. Die 6-Ketolaurat-decarboxylase ist demnach 
im Sinne Karsrroms (1938) ein konstitutives Enzym. 


2. HinfluB der Zuckerkonzentration 
In drei Parallelziichtungen wurde je 1 1 Grundnahrlésung (S. 74) mit 
2, 5 und 10°/, Rohrzucker versetzt und die Aktivitat des nach dreitagiger 
Inkubation geernteten Mycels im Normalansatz getestet. Die Decarboxy- 
lase-Aktivitaét Qco, war in allen drei Fallen innerhalb der Versuchsfehler 
6* 
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gleich (37,5, 36,6 und 39,5), dagegen stieg die Enzymausbeute mit der 
besseren Mycelentwicklung verstandlicherweise an (EE 37500, 46000 und 
75500). Da aber nicht annahernd Proportionalitaét zur Zuckerkonzen- 
tration bestand, wurde die bisherige Konzentration von 5°/) beibehalten. 


3. EinfluB der Ziichtungsdauer 
5 1 beimpfter N&hrlésung wurden in Schalen gleicher GroBe ausgegos- 
sen und inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten wurde das aus jeweils 1 1 
stammende Mycel in iiblicher Weise auf Enzymlésung verarbeitet und 
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Abb.5. Abhingigkeit der Enzymaktivitaét (Qgo.) und 
der Enzymausbeute (EH/1 Nahrlésung) von der 
Ziichtungsdauer 


Aktivitét und Menge des En- 
zyms bestimmt. Das Ergebnis 
der Versuchsreihe veranschau- 
licht Abb. 5, in der sich die linke 
Ordinate (Qco,) auf die erstere, 
die rechte (KE) auf die letztere 
bezieht. 

Ersichtlich ist das Mycel um 
so aktiver, je jiinger es ist; 
schon nach viertagiger Inkuba- 
tion ist die Aktivitaét nahezu 
erloschen. Die sehr geringe Ak- 
tivitat des von KARRER u. Hass 
(l.c. S.73) verwendeten Pilz- 
materials wird so verstandlich. 


Die Enzymausbeute geht der Aktivitaét im grofen ganzen parallel; nur 
zwischen 11/, und 2 Tagen wird der Aktivitaétsabfall durch den noch 
relativ betrachtlichen Mycelzuwachs iiberkompensiert. 


4. Hinflup der Extraktionsbedingungen 


Bisher war ausschlieBlich mit waBrigen Mycelextrakten gearbeitet 
worden. Da sich aber bei friiher untersuchten Schimmelpilz-Enzymen 
mit neutralem oder schwach alkalischem Phosphatpuffer hergestellte 
Extrakte als zum Teil erheblich aktiver erwiesen hatten (vgl. fiir Glyko- 
lat-dehydrogenase Frank u. Scuurz 1956, fiir Fettsaure- 
dehydrogenase FRANKE u. Hernen 1958b), wurden ahnliche Ver- 
gleichsversuche auch bei der Decarboxylase ausgefiihrt. Uberraschender- 
weise zeigten mit 0,067 m-Phosphatpuffer von px 7,0 hergestellte Extrakte 
knapp */, der Aktivitaét von Wasserextrakten. Eine Hemmung der De- 
carboxylase durch Phosphat war sowohl nach fritheren Befunden (8. 82) 
als auch nach der Wirkungslosigkeit eines nachtraglichen Phosphat- 
zusatzes zu Wasserextrakten auszuschlieBen. 

Da Wasserextrakte des Mycels ein pq von etwa 6 zeigten, konnte die 
unterschiedliche Aktivitét von Wasser- und Phosphatextrakten még- 
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licherweise ein py-Effekt sein. Das war, wie die Versuche der Tab.6 
belegen, in der Tat der Fall. 


Zur Priifung wurden je 15 g Mycel-Sand-Gemisch mit 20 ml 0,067m-Universal- 
puffer von verschiedenem py 30 min im Mérser zerrieben. Ein Parallelversuch mit 
destilliertem Wasser lief nebenher. Nach dem Zentrifugieren wurden die Extrakte 
mit 0,1n-NaOH auf py 7 gebracht und mit Wasser auf 10 ml aufgefiillt. 


Tabelle 6. Linflup des Extraktions-py auf Enzymaktivitit (Qco,) und -menge (EE) 
in den Hxtrakten 


perdi pi yl CO,/30 min bitomear Qo, EE 
Universalpuffer 4 40 3,2 25 800 
Universalpufter 5 66 4,2 31 1300 
Universalpuffer 6 116 6,6. 35 2300 
Universalpuffer 7 90 8,2 24 1960 
destilliertes Wasser 6 112 6,2 36 2250 


Als giinstigstes Extraktions-px erscheint px 6, unabhangig davon, ob 
mit destilliertem Wasser oder mit Puffer extrahiert wurde. Wasser- 
extrakte wurden fiir gewohnlich vorgezogen, da sie genauere Trocken- 
gewichtsbestimmungen (S. 75) und leichtere pq-Einstellung in den An- 
satzen (S. 76) erméglichten. 


VI. Eigenschaften der Decarboxylase 
1. Lokalisierung 


Werden Rohextrakte durch Zentrifugieren einmal bei 6000 g, das 
andere Mal bei 17000 g gewonnen, so zeigen sie im letzteren Falle eine 
um 15—25°/, héhere Aktivitat. Die Decarboxylase ist also nicht in den 
Mitochondrien, sondern im Cytoplasma lokalisiert. 


2. Verhalten bet Aufbewahrung und Dialyse 


Achttaigige Aufbewahrung von Rohextrakten bei 0° hat keinen 
Aktivitatsverlust zur Folge, obwohl schon nach 1 Tag starke Flockung 
eingetreten ist. Hingefrorenes Enzym kann bei —20° wenigstens 
2 Monate ohne Aktivitatsverlust aufbewahrt werden. Wird das Hin- 
frieren und Wiederauftauen rasch ausgefihrt (z.B. durch EHintauchen 
von Reagensgléisern in Aceton von — 20° bzw. Wasser von 30°), 
so tritt keine merkbare Flockung ein. Die Niederschlagsbildung wird 
stark bei langsamer Ausfiihrung und besonders bei Wiederholung der 
Operationen, ohne da8 die CO,-Abspaltung durch die Extrakte sich dabei 
erheblich andert. 

24stiindige Dialyse bei 5° verursacht gewisse Aktivitatsverluste, die 
bei Leitungswasser, destilliertem Wasser und 0,01m Phosphatpuffer 
resp. 20, 33 und 40°/, betragen; bei Dialyse gegen Leitungswasser von. 
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14°, die mit erheblicher Ausflockung verbunden ist, tritt ein Verlust von 
309/, auf. Es ist auffallend, daB Leitungswasser das schonendste Dialyse- 
medium darstellt; eine (naheliegende) Aktivierung durch Ca‘: oder Mg 
war aber in der Konzentration 0,004 m nicht festzustellen. 


3. pH-Stabilitat 
Zur Priifung wurden Proben einer Enzymlésung unter kraftigem 
Schiitteln mit n HCl oder n NaOH an einer Glaselektrode auf unter- 
schiedliche py-Werte zwischen 1 und 11,5 eingestellt. Nach 15 min langer 
Inkubation bei 21° wurde mit n NaOH bzw. n HCl auf px 6,8 gebracht 
und nach dem Ausgleichen der Volumina die verbliebene Aktivitat im 


% Aktvitat 


0 1 DEE fhe OL LOFT PME SIREN HR INTEL 
PH 0 IO 60 90 720 min 750 
Abb. 6 Abb.7 
Abb. 6. pu-Stabilitaét der Decarboxylase (15 min Hinwirkungszeit) 
Abb. 7. Zeitlicher Aktivititsabfall beim Erhitzen von Rohextrakt auf 100° 


Normalansatz bestimmt. Abb.6 gibt die gefundenen Aktivitéten in 
Prozent der Ausgangsaktivitat wieder. 

Trotz der nur maBigen Reproduzierbarkeit der Versuche lat sich 
eine Bestandigkeitszone zwischen etwa pq 5 und 8 und ein auffallend 
geringer Aktivitatsverlust in stéirker saurem Medium erkennen; selbst bei 
pu | betragt er erst etwa 40°/,. Dies ist um so erstaunlicher, als unterhalb 
po 5 zunehmende Triibung und Ausflockung der Enzymlésungen ein- 
tritt, die durch die nachtragliche Neutralisierung nicht riickgangig 
gemacht wird. 


4. Thermostabilitat 


Noch tiberraschendere Ergebnisse wurden bei Erhitzungsversuchen an 
Rohextrakten erhalten. Proben der bei 6000 ¢ zentrifugierten, noch 
triiben Enzymlésung wurden in einem kleinen regulierbaren Wasserbad 
je 30 min auf Temperaturen zwischen 40° und 100° (in Abstiinden von 
10°) erhitzt. Bereits bei 40° setzte Flockung ein, die bei steigenden Tem- 
peraturgraden noch stirker wurde. Trotzdem trat erst bei 90° ein eben 
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merklicher (5—10°/,), bei 100° ein deutlicher Wirksamkeitsverlust 
(10—20°/,) ein. Diese ungewéhnlichen Befunde wurden an Extrakten 
sowohl aus Stamm 311 wie aus Stamm 370 erhalten. Sie lieBen zundchst 
Zweifel daran aufkommen, ob die Decarboxylierung durch die Pilz- 
extrakte iiberhaupt enzymatischer Natur war. 


Vereinzelt ist zwar in der Literatur iiber relativ hitzebestiindige Enzyme wie 
Ribonuclease (Kunitz 1940), Myokinase (Conrowrck u. KatoKxar 1943), 
bakterielle Lecithinasen (MacrarLaNE u. Knicut 1941: Hayatsurt u. Korn- 
BERG 1954) und Oxalat-oxydase (FRANKE u. HassE 1937; Franke, SCHUMANN 
u. Banergen 1943) oder durch Abkiihlen wieder reaktivierbare Enzyme wie 
Trypsin (NortHrop 1932a, Kunirz u. Norrurop 1934) und Ophio-t-Amino- 
sfure-oxydase (KEARNEY u. SrnGER 1951) berichtet worden. Andrerseits gilt 
Flockung im allgemeinen als ein Zeichen der Proteindenaturierung (Norru- 
ROP 1932b, NorrurRop u. Kuntrz 1933). 


Tabelle 7. Aktivitétsverteilung auf Uberstand und Féllung in erhitzten Rohextrakten 
aus Asp. niger 370 


E E 

petag cove| tempat | fo min | tae | 8P0. fo 
Rohextrakt = 188 7,2 59 erao 
alee y | 4% foe | ao |. ge. | aeaay OP 
Pik id le ne es a I CT 
mice | | 88 3 2 rat 3360 
ee eee atone AE om se a weld Bay a aa 


Es wurde daher weiter untersucht, ob durch langeres Erhitzen eine 
vollstindige Inaktivierung der Extrakte zu erreichen war. Wie Abb.7 
belegt, ist das in der Tat der Fall: nach 11/,stiindiger Kinwirkung von 
100° ist die halbe, nach 21/, Std fast die ganze Aktivitat verschwunden. 
(Der geringe Rest ist wahrscheinlich Leerzerfall -- Phosphatkatalyse.) 

In der folgenden Versuchsreihe sollte festgestellt werden, ob auch das 
beim Erhitzen ausgefallene Material Decarboxylase-Aktivitat besaB. 
Hierzu wurden Rohextraktproben von je 10 ml 30 min auf resp. 40°, 60°, 
80° und 100° erhitzt und bei 17000 g zentrifugiert; der Uberstand war 
bei 40° noch ganz leicht getriibt, bei hheren Temperaturen gelblich und 
klar. Die Niederschlige wurden im Ausgangsvolumen 0,02 m-Phosphat- 
puffer px 6,8 suspendiert und in dieser Form ebenso wie die Uberstande 
auf Aktivitat im Normalansatz gepriift. Das Ergebnis der Versuchsreihe 
zeigt Tab.7. 

Man erkennt, daB® eine Verteilung des Enzyms zwischen Uberstand 
und Fallung erfolgt, derart, daB bei steigender Erhitzungstemperatur 
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immer weniger, dafiir aber um so aktiveres Enzym im Uberstand ver- 
bleibt. Im Prinzip handelt es sich um den bei Enzymreinigungen ge- 
brauchlichen ,,Erhitzungsschritt‘‘. Merkwiirdig war nur, daB auch den 
Niederschligen eine gewisse Aktivitiit zukommt. Wir dachten an eine 
unspezifische Oberflachenkatalyse des Ketosaurezerfalls und erhitzten 
daher decarboxylasefreien Extrakt aus Alternaria tenuis (vgl. 8.79) 
30 min auf 100°. Die Flockung war inaktiv. 

Es erhebt sich die Frage, ob die Fallungen selbst enzymatisch aktiv sind oder 
ob sie aktives Enzym adsorbiert enthalten. Fiir das letztere kénnte sprechen, daf 
bei steigender Erhitzungstemperatur die Enzymmenge in Lésung abnimmt, die 
Niederschlagsmenge betriachtlich, die darin enthaltene Enzymmenge aber nur 


relativ wenig zunimmt. Die Verhaltnisse sind jedoch durch das Nebeneinander 
von, Niederschlagsbildung und Enzymverlust sehr kompliziert. 


5. Weitere Versuche iiber inhomogene Extrakte 


Die -vorstehend beschriebenen merkwiirdigen Befunde legten Ver- 
suche nahe, auch die durch Saéure- oder Kaltebehandlung oder bei der 


Tabelle 8. Aktivitdtsverteilung bei Sdéure-, Kdlte- und Dialysefallung von Rohextrakten 
aus Asp. niger 370 (Normalansdtze) 


Enzym / 11 CO,/ Trocken- 
bawi Behandlung | a Sn gewicht co, EE 

Fraktion (mg/ml) 
Rohextrakt — | 185 13 52 3700 
Uberstand , | WO7 1,9 102 1940 
Fallung } be 90 5,4 33 isbot HE 
Rohextrakt — 123 4,8 51 4900 
Uberstand i 83 2,2 76 3320 
Fallung } pale 43 2,6 33 ae ee 
Rohextrakt — 201 7,0 58 4000 
Uberstand , 91 3,2 57 1820 
Fallung } Deine 48 3,8 25 anit ry 


Dialyse gegen Leitungswasser inhomogen gewordenen Extrakte auf die 
Enzymverteilung zwischen Uberstand und Fallung zu untersuchen. 


Zur Siurefaillung wurde mit n HCl auf py 3 gebracht und in der Kiihlzentri- 
fuge hochtourig (17000 g) abzentrifugiert. Der klare gelbliche Uberstand wurde 
sofort wieder neutralisiert, der Niederschlag im Ausgangsvolumen 0,02 m Phosphat- 
puffer pr 6,8 aufgenommen. 

Zur Kaltefallung wurde in der Kiihltruhe eingefroren, langsam wieder auf- 
getaut und das Verfahren noch einmal wiederholt. Dann wurde hochtourig zentri- 
fugiert und wie oben weiterverfahren. 

Die Dialyse lief iiber Nacht (17 Std) gegen Leitungswasser von 14°. Die Volum- 
zunahme von 20°/, wurde bei der Auswertung beriicksichtigt und im iibrigen Zentri- 
fugenriickstand und Uberstand wie oben weiterverarbeitet. 


Tab.8 zeigt das Ergebnis der drei Versuche. Die Effekte bei der Saure- 
und der Kailtefiillung ahneln denjenigen bei der Hitzefillung: in beiden 
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Fallen enthalt der Uberstand aktiveres Enzym, aber nur mehr die 
Halfte bzw. ?/; der Enzymmenge des Rohextrakts. Bei der Dialyse wird 
die Anreicherung durch eine Enzymschadigung tiberkompensiert. 


VII. Orientierende Versuche zur Enzymreinigung 


Von den eben behandelten Fallungen haben Saéure- und Hitze- 
fallung praparativen Wert als — in der vorliegenden Form aller- 
dings verlustreiche — Anreicherungsverfahren. Ergiinzend wurden 
noch einige weitere Versuche zur Enzymreinigung durch die iiblichen 
fraktionierten Fallungen mit Aceton, Alkohol und Ammonsulfat unter- 
nommen. Nur im letzteren Falle wurde ein bescheidener Erfolg erzielt. 


1. Fallung mit organischen Solventien 


Auf 0° vorgekiihlter Rohextrakt wurde mit tiefgekiihltem Solvens in zwei Frak- 
tionen gefallt, so das die Solvenskonzentrationen 20°/, und 50°/, betrugen und die 
Temperatur nicht tiber 0° anstieg. Die Niederschlage wurden in der Phywe-Kiihlzen- 
trifuge abzentrifugiert und im jeweils halben Ausgangsvolumen an destilliertem 
Wasser aufgenommen. Die milchig-triiben Suspensionen wurden erneut zentri- 
fugiert und Uberstande und Fallungen — letztere nach dem Aufnehmen in 1/, des 
Suspensionsvolumens — getrennt auf ihre Wirksamkeit untersucht. 

Bei der Aceton-Fraktionierung eines Rohextraktes (Qco, 61) zeigte der lésliche 
Anteil der 1. Fraktion Qoo, 41, derjenige der 2. Fraktion Qco, 83; die zugehérigen 
Enzymmengen betrugen 13 bzw. 20°/, des Hinsatzes. Der gréBte Teil des Extrakt- 
Trockengewichts war in die unléslich gewordenen, schwach aktiven Fallungsanteile 
gegangen. Nur 45°/, des eingesetzten Enzyms wurden im ganzen wiedergefunden. 
Das Verfahren wurde nicht weiter verfolgt. 

Noch ungiinstiger war das Ergebnis der Alkohol-Fraktionierung. Hierbei trat 
uberhaupt keine Anreicherung ein, und fast das ganze gefallte Enzym war unléslich 
geworden. 


2. Ammonsulfat-Fallung 


50 ml Rohextrakt wurden durch fraktionierte Fallung bei den Satti- 
gungseraden 30, 60 und 90°/, in drei Anteile zerlegt. Die Niederschlage 
wurden in je 10 ml destilliertem Wasser wieder aufgenommen und die 
Lésungen hochtourig (17000 g) in der Kihlzentrifuge zentrifugiert. Die 
Aktivitét der klaren Lésungen wurde sofort und nach 16stiindiger 
Dialyse gegen Leitungswasser bestimmt. 


Bei der Feststellung des Reinigungseffekts ergab sich eine Komplikation durch 
den Ammonsulfatgehalt der Lésungen, der eine — an sich seit langem bekannte (vgl. 
Potiack 1907) — betrachtliche Steigerung des Ketosiiure-Selbstzerfalls bewirkte. 
Eine Entfernung des Ammonsalzes durch Dialyse war aber nicht méglich, da dabei 
iiberraschenderweise enorme Aktivitatsverluste eintraten. Es wurde daher der 
Ammonsulfatgehalt der drei gelésten Fraktionen durch Fallung mit BaCl, in salz- 
saurer Lésung bestimmt; er betrug resp. 10,5, 25,6 und 14,7 mg/ml Enzym. Die 
zugehérigen katalytischen Wirkungen wurden einer Eichkurve entnommen und die 
Werte (in Tab.8 eingeklammert) von der im Enzymversuch bestimmten CO,-Ent- 
wicklung abgezogen. In den 16 Std dialysierten Lésungen waren nur noch kata- 
lytisch bedeutungslose Ammonsalzspuren mit Nesslers Reagens nachweisbar. 
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In enzymfreien Normalansitzen (S. 75) wurden nach 30 min bei Zusatz von 
Ammonsulfat in der Menge von 


5 10 20 | 30 40 | 50 mg 
25 48 90 120 155 | 190 ul CO, 
entwickelt. 


Tab.9 enthalt das Ergebnis einer derartigen Ammonsulfat-Fraktio- 
nierung mit sofortiger und mit nach 16stiindiger Dialyse erfolgter Aktivi- 
titsbestimmung. Wie diese Tabelle zeigt, ist eine etwa 21/, fache Anreiche- 


Tabelle 9. Ammonsulfat-Fraktionierung eines Rohextraktes aus Asp. niger 370 


Enzym eae 
: baw. 1/30 min pe eae co, EE 
Fraktion 
Rohextrakt 140 45 | 62 | 14000 
a) Sofortbestimmung 
0—30°/, (NH,).SO, 116 61 1,0 122 1220 
(— 55) | | 
30—60°/) (NH,)2SO, 310 200 2,5 160 4000 } 6860 
(— 110) | | 
60—90°/, (NH,),SO, 150 82 1,0 164 1640 
(— 68) 
b) Bestimmung nach 16 Std Dialyse 
0—30°/, (NH,)280, 25 1,0 50 500 
30—60°/, (NH,),SO, 60 2,5 48 12007 2300 
60—90°/, (NH,).SO, 30 1,0 60 600 


rung des Enzyms in 2. und 3. Fraktion méglich, allerdings nur mit 
einer Ausbeute von 40°/,; auch ist die Trennung in den Fraktionen 
merkwiirdig unscharf, was vielleicht vom geringen Proteingehalt des 
Rohextrakts herriihrt. 

Da sich Dialyse iiber Nacht offensichtlich verbietet, wurde in einem weiteren 
Versuch nur 31/, Std dialysiert. Ganz abgesehen davon, daB dann erst etwa 2/, des 
Ammonsalzes entfernt worden sind, sind auch nach dieser Zeit die Aktivitits- 
verluste schon untragbar hoch. Vielleicht eriibrigt sich Entfernung des Ammon- 
salzes durch einen folgenden Adsorptionsschritt; auch erscheint das neue 


Verfahren der Entsalzung durch Gelfiltration (PoratH u. FLopry 1959) aus- 
sichtsreich. 


Diskussion 

Die physiologische Bedeutung der Methylketonbildung ist noch 
durchaus unklar. Schon Srokon (1928) hat angenommen, da8 es sich 
nur um einen Nebenweg der normalen Fettsiureoxydation in Pilzen 
handelt, bedingt durch eine toxische Wirkung mittlerer Fettsaéuren auf 
das fiir die normale Séurespaltung von f-Ketosiuren verantwortliche 
Knzymsystem. Nach neueren Erkenntnissen iiber den Mechanismus des 
Fettséiureabbaus in Schimmelpilzen (FRANKE u. HEINEN 1958b) miiBte 
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man sich vorstellen, daB die Thiolase-Reaktion am 6-Ketoacyl- 
Coenzym A gehemmt wird; es kame dann zur Abspaltung (eventuell 
Ubertragung) des Coenzym-A-Rests und zur Bildung der freien B-Keto- 
sauren. Daf fiir ihre Decarboxylierung ein besonderes konstitutives 
Enzym bereitsteht, 1a&t vermuten, da8 ihre Entfernung fiir die Zelle 
wichtig ist. Methylketone hemmen die Fettsdéureoxydation durch Zell- 
Suspensionen von Pen. roqueforti nicht; andrerseits hemmt Methylamy]l- 
keton schon in niederer Konzentration (0,01°/,) das Zellwachstum 
(GrROLAMI u. Knieur 1955). Hine folgende Mitteilung soll sich daher mit 
der weiteren Umsetzung der Methylketone durch Schimmelpilze be- 
fassen. 

Es ist bemerkenswert, daB das Optimum der von der Zelle abgetrenn- 
ten Ketosaéure-decarboxylase bei C,, mit dem zweiten Optimum der 
Methylketonbildung aus Fettséuren durch wachsendes Mycel (FRANKE 
u. HEINEN 1958a) zusammenfallt; bei der Acyldehydrogenase war da- 
gegen erst bei C,, maximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht worden 
(FRANKE u. HEINEN 1958b). Fiir das seinerzeit gefundene erste Opti- 
mum der Methylketonbildung bei C, findet sich im Enzymversuch keine 
Entsprechung. Es erscheint jedoch nicht ausgeschlossen, daB sich unter 
bestimmten Bedingungen noch eine besondere (vielleicht adaptive) 
Acetessigsdure-decarboxylase wird nachweisen lassen. Dies ware 
auch insofern von Interesse, als ein solches Enzym in Butylbakterien 
vorkommt (Davies 1943) und daraus vor einigen Jahren rein erhalten 
worden, ist (HAMILTON u. WESTHEIMER 1959). 


Zusammenfassung 

1. In Extrakten guter Methylketonbildner lat sich eine Decarboxy- 
lase der 6-Ketomonocarbonsaduren nachweisen, deren Wirkung von C, 
bis C,, ansteigt, oberhalb C,, aber rapide abfallt. Nach dem optimalen 
Substrat wird sie als 6-Ketolaurat-decarboxylase bezeichnet. Das px- 
Optimum der Wirkung steigt mit zunehmender Lange der C-Kette (und 
abnehmender Léslichkeit der freien Sauren) von 5,5 auf etwa 7 an. Die 
enzymatische CO,-Abspaltung verlauft als Reaktion erster Ordnung. 

2. Zusatz von Ammoniumlaurat oder Tween 20 zu zuckerhaltiger 
Nahrlésung erhéht die enzymatische Aktivitat der Mycelextrakte nicht; 
das Enzym ist demnach konstitutiv. Seine Aktivitat ist am groBten in 
méglichst jungem Mycel. 

3. Die Decarboxylase erweist sich bei Kaltlagerung ihrer Lésungen 
als sehr bestiindig. Kintagige Dialyse bedingt betrachtliche Verluste. GroB 
ist wieder die Sdurebestandigkeit: selbst py 1 wird wahrend 15 min 
zum gréBeren Teil iiberstanden. Am auffallendsten ist die Thermostabi- 
litat: deutlicher Aktivitatsverlust tritt erst nach halbstiindiger Hin- 
wirkung von 100° ein; erst mehrstiindiges Erhitzen inaktiviert vollig. 
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4. Sowohl bei Kalte- und Hitzebehandlung wie auch beim Ansaéuern 
der Rohextrakte erfolgt starke Flockung. Im klaren Uberstand ist die 
Enzymaktivitat gegeniiber dem Rohextrakt stets erhéht. Auch die 
Niederschlige zeigen eine gewisse Aktivitaét; es ist noch nicht geklart, 
ob sie tatsichlich unléslich gewordenem oder (wahrscheinlicher) adsor- 
biertem Enzym zukommt, jedenfalls handelt es sich um keine unspezi- 
fische Oberflaichenkatalyse. 


5. Aceton- und besonders Alkohol-Fraktionierung bei Temperaturen 
unter 0° sind zur Enzymreinigung ungeeignet. Ammonsulfat-Fraktionie- 
rung ergibt mehrfache Anreicherung; doch sind die gereinigten Lésungen 
gegen Dialyse noch viel empfindlicher als Rohextrakte. 


Frl. Marrra GinrHer danken wir fiir fleiBige und geschickte Mitarbeit im 
spateren Teil der Untersuchung. 


Herrn Prof. Dr. J. Srravs sind wir fiir die Uberlassung von Raumen und Ein- 
richtungen des Botanischen Instituts zu Dank verbunden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe, dem Fonds der Chemischen Industrie fiir Mittel zur Literatur- 
beschaffung. 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe 


Untersuchungen iiber die Fruchtkérperbildung, 
den Lack sowie Phenoloxydasen und Peroxydase 
bei Ganoderma lucidum (Leyss.) Karst. 


Von 
G. KREBS 


Mit 10 Textabbildungen 


(Eingegangen am 5. April 1961) 


Hohere Pilze, insbesondere Holzzerstérer, in der Kultur zum Frukti- 
fizieren zu bringen, war Ziel zahlreicher Arbeiten (altere Literatur bei 
BaveNDAMM 1936; ferner Bapcock 1943; Hem 1947; Lonwae 1952). 
Wahrend friiher Untersuchungen vornehmlich mit natiirlichen Substraten 
durchgefiihrt wurden, bevorzugt man in neuerer Zeit klar definierte syn- 
thetische Medien (BILLE-HANSEN 1953a, 1953b; AscHAN 1954; EssER 
1956; PLUNKETT 1956; SCHELER-CORRENS 1957; GIBSON u. TRAPNELL 
1957; Lamprecut 1958; Kocu 1958; TamBityn u. Da Costa 1958; 
z. LippE u. NESEMANN 1959). Nicht immer gelingt es jedoch unter Be- 
riicksichtigung der bisherigen Ergebnisse, Basidiomyceten in Kultur zur 
Fruktifikation zu bringen, weil offenbar auch genetische Faktoren dabei 
eine wesentliche Rolle spielen (IKNTEP 1928; GIBSON u. TRAPNELL 1957; 
JURGENS 1958). 

Ganoderma lucidum, der Lackporling, kommt auf verschiedenen Holz- 
arten vor. In Deutschland wurde er auf Tannenholz, verschiedenen Laub- 
hélzern (Pinar 1936—1942; Lyr 1956) und Eichenwurzeln gefunden, 
was nach CaRTWwRIGHT u. FinpLay (1946) zum Teil auch fiir England 
zutrifft. In Nordamerika wurde der Pilz auf Gleditschia macrantha und 
Quercus spec. beobachtet (NoBLES 1948) und neuerdings als gefahrlicher 
Parasit auf Acer plantanoides beschrieben (PrRoNE 1957). Ferner wird 
iiber groBe Schéden an verschiedenen Nutzpflanzen aus Indien berichtet 
(VENKATARAYAN 1936; Baccut u. BAxsut 1950). 

Normale Fruchtkérper des Pilzes zeigen an Hutoberflache und Stiel 
eine auffallende, mehr oder weniger stark ausgebildete rot- bis schwarz- 
braune ,,Lackschicht**. Ziel vorliegender Untersuchungen war, Gano- 
derma lucidum in Kultur zum Fruktifizieren zu bringen, im Zusammen- 
hang damit die Bildung des Lackes genauer zu verfolgen und die che- 
mische Natur desselben soweit wie méglich aufzukliren. 
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Material und Methodik 


Fiir die Untersuchungen standen drei Stamme zur Verfiigung. Stamm I: 
Department of Scientific and Industrial Research, Forest Products Research Labo- 
ratory, Aylesbury, Bucks. Stamm II (Dobel): Isolierung von einem Fruchtkérper 
auf Tannenstubben im nérdlichen Schwarzwald, Nachbestimmung durch das 
»Centralbureau voor Schimmelcultures, Baarn (Holland). Stamm III: Forst- 
botanisches Institut Eberswalde?. 


Kulturmethoden 


Fiir Stammkulturen und verschiedene Versuchsreihen wurde Malzwiirze-Agar 
verwendet (Léflunds Malzextrakt, spez. Gewicht der Malzwiirze = 1,025, Agar- 
Agarkonzentration = 2°/,). Den iibrigen Versuchsreihen lag, sofern nicht anders 
angegeben, eine Stammnahrlésung folgender Zusammensetzung zugrunde: 


Kohlenstoffquelle 50,0 ZnSO, -7H,O 0,9 mg 
Stickstoffgehalt 0,425 g MnSO, : 4H,O0 0,4 mg 
ISH PO; 2,0 ¢ Aneurinhydrochlorid 2,0 mg 
MgSO, -7H,O 0,5 g Dest. Wasser ad 1000,0 ml 
FeCl, - 6H,0 0,8 mg 


Kohlenstoffquellen: 1t(+)-Arabinose, p-Fructose, p-Galaktose, Lactose, 
D-Maltose, D(—)-Mannit, p-Mannose, Raffinose, Saccharose, D-Xylose und Cellulose 
(Schl. & Sch., Nr. 123). 

Stickstoffquellen: Ammonchlorid, Ammonnitrat, Ammonsulfat, Ammon- 
phosphat (sek), Ammontartrat (neutral), Kaliumnitrat, Calciumnitrat, o-, m-, p- 
Aminobenzoesdure, u-Asparagin, L(-+)-Asparaginséure, Dioxopiperazin, L(-++)- 
Glutaminséure, Glycin, Harnsiure, Harnstoff, Hippursiure, t-Histidin - HCl, 
Oxamid, Pepton (aus Casein, tryptisch verdaut), pu-Phenylalanin, pt-Tryptophan 
und L-Tyrosin. 

Kulturtemperatur je nach Jahreszeit 20°C + 2°. 


Analytische Methoden 


pu-Werte wurden mit Beckman-py-Meter H2 gemessen, Mycelgewichtsbestim- 
mungen erfolgten nach 20stiindiger Trocknung bei 95°C. 

Enzymatische Untersuchungen erstreckten sich auf Phenoloxydasen vom 
Laccase- und Tyrosinasetypus sowie auf Peroxydase. Folgende Reagentien wurden 
benutzt (LINDEBERG u. Hotm 1952, Lyr 1957): Guajacol, Phenol, p-Kresol und 
Hydrochinon: 50 mg in 30 ml H,0, Tyrosin in gesiattigter Lésung. 6,0 ml dieser 
Loésungen wurden 30,0 ml Puffergemischen verschiedener pa-Werte zugegeben. 
pu 2,5—4,9 = Acetatpuffer nach SORENSEN u. CLARK. px 5,0—6,8 = m/15 Phos- 
phatpuffer nach SORENSEN. 

Zur Priifung auf Peroxydase wurde zu 35,0 ml Reagens-Puffergemisch 1,0 ml 
einer frisch bereiteten 3°/,igen H,O,-Losung zugesetzt. ; 

Die Untersuchungen erfolgten im Lochtest an lebenden Kulturen (Petrischalen), 
ferner mit Mycelextrakten, Nahr- bzw. Rohenzymlésungen (in Reagensglasern: 
1,0 ml enzymhaltige Lésung + 1,8 ml Reagens-Puffergemisch), sowie im Warburg- 
Apparat nach der Methode von LinpeBeErG u. Hotm (1952). 

Photometrische Aktivitatsmessungen wurden mit Zeiss-Elko III, Filter Nr. 
8 49 E durchgefiihrt. 


1 fiir die Uberlassung des Stammes danken wir Herrn Prof. Dr. H. Lyr. 


96 G. Kress: 


Ergebnisse 
A. Untersuchungen iiber die Fruchtkérper- und Lackbildung 


CoLeman (1911) erhielt mit Stammbholzklétzchen und Wurzelholzpulver von 
Areca catechu nach Zugabe von Pflaumendekokt bei einigen Kulturen von Gano- 
derma lucidum fertile Fruchtkérper, Bosr (1929) hatte mit Holzklétzchen von 
Mangifera indica bei Temperaturen von 25—35°C und einer relativen Luftfeuchtig- 
keit von 62—72°/, Erfolg. VENKATARAYAN (1936), der den Pilz unter den verschie- 
densten Kulturbedingungen hielt, konnte auf Malzwiirze-Agar in keinem Falle 
Fruchtk6rper erzielen, nur mit von Luft befreiten und vollkommen durchfeuchteten 
Areca-Holzklitzchen traten nach langerer Kulturdauer haufig fertile Fruchtkorper 
von natiirlicher Form auf. 


1. Wasserstoffionenkonzentration 


Holzzerstorende Pilze bevorzugen im allgemeinen ein saures Substrat. 
Die fiir das Wachstum optimale Wasserstoffionenkonzentration ist aber 
bei den einzelnen Arten oft sehr verschieden (siehe BAVENDAMM 1936), so 
da8 alle drei Stémme zunachst daraufhin untersucht werden muBten. 
Als Nahrlésung diente die Stammlésung mit Glucose und verschiedenen 
Stickstoffquellen bei Ausgangs-py-Werten von 4,0—4,5—5,0—5,5—6,0 
und 6,5. Stamm J zeigte Wachstumsoptimum zwischen py 6,0 und 6,5, 
wiahrend es bei den beiden anderen Stémmen zwischen px 5,0 und 5,5 lag. 

Bei allen drei Stémmen sanken die pg-Werte in den stark sauren 
Bereich ab, die unterste Grenze war nach 6—7 Wochen erreicht. An- 
organische Stickstoffverbindungen wie Ammonsulfat, Ammonnitrat, 
Ammonphosphat und Calciumnitrat bewirkten zum Teil Tiefstwerte von 
px 2,0, bei Verwendung organischer oder Kombinationen von anor- 
ganischen und organischen Stickstoffverbindungen lagen sie dagegen nie 
unter 3,0. 

Fruktifikation trat nur bei den Stémmen JJ und J/J im py-Bereich 
von 4,5—6,0 unter sonst geeigneten Bedingungen ein. 

Fiir alle weiteren Untersuchungen wurden die Nahrlésungen fiir 
Stamm J auf py 6,2 und fiir die Stéimme JJ und III auf py 5,0—5,5 
eingestellt. 


2. Aneurin, Biotin, Hefeextrakt (Cenovis) und Pepton 


Sehr viele hohere Pilze zeigen in Nihrlésungen ohne Aneurin oder Hefeextrakt 
nur schlechtes oder gar kein Wachstum (Fries 1938; Yuser 1953). Frres (1955) 
fand, da bei 19 Coprinus-Arten Hefeextrakt das Wachstum nicht stirker férdert 
als Aneurin allein. Gipson u. TRAPNELL (1957) stellten bei Polyporus arcularius 
fest, daB sich ein Zusatz von 0,05—0,1°/) Hefeextrakt sowohl fiir das Mycelwachstum 
als auch auf die Fruchtkérperbildung giinstig auswirkt, ferner da& Wuchsstoffe aus- 
reichend in Pepton enthalten sind. TAMBLYN u. Da Costa (1958) berichten, daB eine 
Kombination von Trockenhefe, Aneurin und Caseinhydrolysat, die der Nahrlésung 
zugesetzt wurde, die Fruchtkérperbildung holzzerstérender Basidiomyceten 
fordernd beeinfluBt. 
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In verschiedenen Versuchsreihen wurde der Einflu8 von Hefe- 
extrakt (2,0 g/l), Aneurin, Biotin (200 y/l) und Pepton auf das Mycel- 
wachstum und bei Stamm /// auch auf die Fruchtkérperbildung gepriift. 
Als Impfmaterial diente Glaswand- oder Luftmycel ohne anhaftenden 
Agar, als Nahrlésung die Stammlésung mit Glucose und verschiedenen 
Stickstoffquellen (Ammonsulfat, Ammonnitrat, Calciumnitrat, Asparagin 
und Pepton). 

Ohne Aneurin oder Hefeextrakt konnte bei keinem der Pilze ein 
nennenswertes Wachstum erreicht werden, auBer wenn Pepton als Stick- 
stoffquelle gegeben wurde. Mit Aneurin oder Aneurin + Biotin war das 
Wachstum iiberall sehr gut, wurde aber von Kulturen mit Hefeextrakt 
noch iibertroffen. ; 

In Peptonkulturen war das Mycelwachstum zwar kraftiger als in den 
ubrigen, doch konnte durch Zugabe von Hefeextrakt oder Aneurin noch 
eine weitere Steigerung erreicht werden. 

Stamm J/I bildete auf geeigneten Substraten (siehe S. 99) bei Zusatz 
von Aneurin oder Aneurin + Biotin normale Fruchtkérper. In Kulturen 
mit Hefeextrakt oder Pepton wurden dagegen nur fertile Fruchtkérper 
ohne Stiel- und Lackbildung entwickelt. 


3. Malzwiirze-Agar und verschiedene Zusdtze 


Auf Malzwiirze-Agar allein bildeten die StaémmeJ/ und JJ keine 
Fruchtkorper oder Fruchtkérperformen, wahrend Stamm J// nach etwa 
3 Monaten Fruchtkorperstiele mit Lack hervorbrachte. Die Ausbildung 
eines Hymeniums unterblieb jedoch, auch bei Variation verschiedener 
AuBenfaktoren. Etwa 4 Wochen nach Beginn der Stielbildung wurde das 
Fruchtkérperwachstum eingestellt (siehe auch 8.99 und 101). Zu diesem 
Zeitpunkt waren meist 3—6cm lange halbrunde Stiele an den Glas- 
wanden entwickelt. 

Zusatze von schwach oder stark braunfaulem Tannenholz (siehe auch 
S. 101) fiihrten bei Stamm JJ zur Bildung von Fruchtkérperstielen mit 
rotbraunem Lack ohne Bildung eines Hymeniums. 

Bei Stamm J fiihrten Zusitze von Holz, Glucose, Pepton oder voll- 
standigen Nahrlésungen zum Grundmedium zu keiner Beeinflussung des 
Wachstums und bewirkten auch keine Fruktifikation. 


4. Stickstoffquellen 


In neuerer Zeit wurde der Einflu8 verschiedener Stickstoffquellen auf die 
Fruchtkérperbildung héherer Pilze qualitativ und quantitativ eigehender unter- 
sucht. Brite-HansEen (1953b) fand, daf Asparagin bei einer Coprinus-Art die 
Fruchtkérperbildung verhinderte. ScHELER-CoRRENS (1957) erhielt bei Coprinus 
lagopus mit Asparagin und anderen Stickstoffquellen normale Fruchtkérper. 
LAMPRECHT (1958) erreichte mit einer Mischung verschiedener Stickstoffverbindun- 
gen bei einigen Staémmen des. echten’ Hausschwammes Fruchtkorperbildung. 
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Greson u. TRAPNELL (1957) stellten fest, daB bei Polyporus arcularius ein verwert- 
barer Stickstoffgehalt von mehr als 0,06°/) hemmend wirkt. Kocu (1958) konnte bei 
Polystictus versicolor bei einem Alaningehalt der Nahrbéden von 0,05—0,20°/) 
normale Fruktifikation erzielen, wahrend ein Alaningehalt von 0,5°/) diese aber 
meist vollig unterdriickte. 

Eigene Versuche (Stickstoffgehalt konstant 0,0425°/), Kohlenstoff- 
quelle = Glucose, Kulturdauer = 25 Wochen) brachten folgende Er- 


gebnisse: 
Mit Hippursaure, o-, m-, p-Aminobenzoesdure und Tryptophan trat 
bei keinem der drei Stémme ein Wachstum ein. Andere Stickstoffquellen 
ermoéglichten eine unter- 
Tabelle 1. Wachstum und Fruchtkérperbildung  gchiedliche Entwicklung. 


von Stamm III auf verschiedenen Stickstoffquellen Stamm II zeigte mit Am- 


nach 16 Wochen 
(C- Quelle = Glucose) monsulfat, Ammonchlorid 


und Ammonnitrat ein ma- 


Stickstoffquelle Wachstum aed Biges Wachstum ohne jeg- 

Fippermars liche =‘ Fruktifikationsfor- 

1 T 7 — ° wins 
o-, m-, p-Aminobenzoesaure — -- nage fe Histidinmonohydro- 
Tryptophan Zi at chlorid und Dioxopiperazin 
Histidinmonohydrochlorid + an k ermoglichten nur ein 
gee nt an k schlechtes Wachstum, doch 

mmonsulfa “eek o= 
Antignalond yA Fi. traten nach 10 Wochen sehr 
Manet add sia, ted kleine, anomale aber fertile 
Phenylalanin +++ an k Fruchtkérper auf. Phenyl- 
Kaliumnitrat ahs an k alanin wurde  anfangs 
Ammontartrat t Srice| OS schlecht, spaiter aber gut 
Asparaginsaure ote an g Di : 
Glutaminsaure =r an g verwertet. ie dabei ge- 
Harnstoff aera ani bildeten Fruchtkérper wa- 
Glycin +++ an k ren ebenfalls fertil, sehr 
aa a eee an ‘ klein und anomal geformt. 

yrosin an . 
Calotumnitrat as we Das Wachstum auf Kalium- 
Asparagin aye pee a eg nitrat, Ammontartrat, As- 
Harnséure — aeay nk paragin, Asparaginsiure, 
Stickstoffmischung ++++ | ang Glutaminsiure, Harnstoff, 


Wachstum: + = schlecht; ++ = miaBig; Glycin, Oxamid, Tyrosin 
+++ = gut; ++++ = sehr gut. Fruchtkérper und einer Mischung aus 
(alle fertil): m—=normal, an=anomal, g= Calciumnitrat, Harnstoff, 
5—10 em hoch, k = bis 5 em hoch. Harnsaure, Asparagin, Gly- 

cin, Ammonchlorid, Glut- 
aminséure und Oxamid (zu gleichen Teilen, berechnet auf den Stickstoff- 
gehalt) war iiberall gut. Niemals traten normale Fruchtkérper auf, doch 
entstanden hymenientragende Aufwélbungen oder Auswiichse der Mycel- 
decke mit Basidien und Basidiosporen. Die GréBe dieser Gebilde war je 
nach Stickstoffquelle sehr verschieden (Tab.1). Die Fruktifikation setzte 
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gleichzeitig nach 6 bis 8 Wochen ein. Normale Fruchtk6érper mit starker 
Lackbildung an den Stielen kamen nur mit Harnsdure und Calciumnitrat 
zustande. In Harnsaurekulturen waren die Stiele diinn und sehr klein 
(maximal 2 cm hoch), dementsprechend auch die hutartigen hymenien- 
tragenden Gebilde ; in Calciumnitratkulturen (Abb. 1) erreichten die Stiele 
eine Hohe von 6 bis 10cm. Meist lehnten sie sich mit dem oberen Teil der 
Wand der KulturgefaBe an und bildeten von dort aus hutartige Formen 
mit Hymenien von 1—4 cm Durchmesser. Unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen kam es bei den Stam- 
men J und JJ nie zur Fruktifikation. 

Bei Stamm J/// setzte die Stiel- 
bildung in Calciumnitratkulturen 
einheitlich nach 6—8 Wochen ein, 
wahrend die Differenzierung der 
Hutformen unterschiedlich in einem 
Zeitraum von 12—18 Wochen er- 
folgte. 

Da mit Kalium- und Ammon- 
nitrat niemals gestielte Frucht- 
korper auftraten, muB dem Calcium 
in geeigneter Konzentration ein ent- 
scheidender formativer EinfluB zu- 
gesprochen werden. Weitere Ver- 
suchsreihen bestatigen diese Auf- 
fassung: 

Nach Zusatzen von Calcium (als 
Chlorid) in Mengen von 5, 10,50, 100, 
500 und 610 mg je Liter Nahrlosung Abb.1, Fruchtkérper von Stamm III auf 

5 7 Calciumnitrat + Glucose, Kulturalter 
trat nurin den Kulturen mit 500 und 16 Wochen 
610mg normale Fruktifikation ein, 
wahrend sie in den Kulturen mit geringeren Calciumzusatzen unterblieb. 
Die Menge von 610 mg Calcium entspricht der bei Calciumnitrat als 
Stickstoffquelle angewandten Menge von 2,55 g Calciumnitrat je Liter 
= 0,0425°/, Stickstoff. 

In Kulturen mit Ammonnitrat, Kaliumnitrat, Ammonsulfat, Aspara- 
gin, Glutaminsadure oder Harnstoff als Stickstoffquelle bewirkte auch 
nach langerer Kulturdauer ein Zusatz von Calciumnitrat, Calciumnitrat 
+ Glucose oder einer vollstaéndigen Nahrlésung mit Calciumnitrat eine 


normale Fruktifikation. 


5. Kohlenstoffquellen 


Gewisse Anhaltspunkte dafiir, da auch der Kohlenhydratzusammensetzung 
des Substrats ein Einflu® auf die Fruktifikation zukommt, finden sich bei Lurz 
(1931) und Herm (1947). Sie konnten verschiedene Ganoderma-Arten unter 

7 
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anderem auf Samenmehl von Gleditschia triacanthos, Ceratonia siliqua und Astra- 


galus gummifer zur Fruktifikation bringen. 


Neben der Priifung einzelner Kohlenstoffquellen wurden auch Kombinationen 
gewahlt, die nach WrEHMeER (1929) etwa der Kohlenhydratzusammensetzung dieser 


Samen entsprachen. 


Abb.2. Fruchtkérper von Stamm 7/7 auf Calciumnitrat 
+ Cellulose, sporulierend, Kulturalter 18 Wochen 


Tabelle 2. Wachstum und Fruchtkérperbildung von 
Stamm III auf verschiedenen Kohlenstoffquellen 
nach 16 Wochen; Stickstoffquelle = Calciumnitrat 


lop 

Kohlenstoffquelle | Wachstum rola 

Arabinose | eae | — 
Fructose eee. Vane £ 
2°/, Arabinose+-3°/,Galaktose ++ | kf 
Galaktose eis” inact 
Mannit eee m f 
Cellulose nee m f 
2°/) Mannose +- 3°/, Galaktose oes m f 
2°/, Xylose + 3°/, Galaktose Hee oe f 
Glucose mn o f 
Saccharose pstots g f 
Raffinose | gf 
Mannose A g st 
Maltose fate g st 

Lactose bot es 
Xylose Pee g f 
Wachstum: +-+ = maBig; +++ = gut; 


++++ =sehr gut. Fruchtkérper (alle mit 
Stielen): g = 6—10 em hoch; m = 3—6 em hoch; 
k = bis 3 em hoch; f = fertil; st = steril 


Vorweg kann gesagt wer- 
den, daB die Stamme JZ und 
II unter diesen Versuchsbe- 
dingungen nicht fruktifizierten. 

Nachdem sich bei 
Stamm /// Calciumnitrat 
als besonders  geeignete 
Stickstoffquelle | erwiesen 
hatte, wurde es bei den 
Versuchen mit verschiede- 
nen Kohlenstoffquellen bei- 
behalten. 

Normale Fruchtkorper 
entstanden in Kulturen mit 
Glucose, Galaktose, Fruc- 
tose, Xylose, Saccharose 
und Raffinose, ferner mit 
Mischungen von 2°/, Xylose 
+ 3°/, Galaktose, 2°/, Man- 
nose -++- 3°/, Galaktose und 
2°/, Arabinose + 3°/, Galak- 
tose. Nur Fruchtkérper- 
stiele mit Lack ohne Hy- 
menium entstanden mit 
Mannose und Maltose, wah- 
rend auf Laktose und Ara- 
binose die Fruktifikation 
unterblieb (Tab. 2). 

Auf Cellulose und Man- 
nit war die Fruchtkérper- 
bildung normal, aber stark 
verzogert, was auf das 
anfanglich langsameWachs- 
tum auf diesen Kohlen- 
stoffquellen zuriickzufiih- 
ren ist (Abb. 2). 


6. Gesundes, schwach und stark braunfaules Tannenholz sowie Holzextrakt 
In weiteren Versuchsreihen wurden die drei Stimme unter Substrat- 
bedingungen kultiviert, die den natiirlichen mOglichst nahekamen. 
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Auf Holz ohne Zusatz weiterer Kohlenstoff- und Stickstoffquellen 
war das Wachstum nur sparlich. Auch nach Zugabe der Stammnahr- 
l6sung mit 0,5°/, Glucose entwickelten sich die Mycelien nur schwach. 
Daraufhin wurde gesundes und verschieden stark braunfaules Tannen- 
holz in Form von Pulver, Spanen oder Klétzchen solchen Nahrlosungen 
zugesetzt, die allein schon ein gutes Wachstum erméglichten. Die Holz- 
zusatze wurden jeweils mit wenig Nahrlésung 2 Std autoklaviert (1,2 atii) 
und 14 Tage bei 26°C zur Kontrolle bebriitet. 

Stamm I zeigte auch hier trotz vieler Variationen der Kohlenstoff- 
und Stickstoffquellen keine Fruchtkérperentwicklung. 

Stamm JI bildete mit Glucose + Pepton nach Zugabe von schwach 
oder stark braunfaulem Tannenholz fast immer Aufwélbungen und 
knollenartige Auswiichse der Myceldecke. Fruchtkérperstiele mit Lack 
traten nur vereinzelt auf, hymeniale Schichten wahrend einer Kultur- 
dauer von 5 Monaten nie. Solche Ansatze zu einer Fruchtkérperbildung 
wurden auch bei Zugabe anderer Kohlenstoffquellen beobachtet, aber 
nur dann, wenn Pepton als Stickstoffquelle diente. 

Stamm /// entwickelte nach etwa 8 Wochen bei jedem Holzzusatz 
Fruchtkorperstiele verschiedener GroBe unter starker Lackbildung. Oft 
traten sogar gleichzeitig mehrere Stiele in ein und derselben Kultur auf. 
Zu einer Ausbildung von Hymenien kam es jedoch nicht; selbst Calcium- 
nitrat als Stickstoffquelle vermochte diese nicht auszulésen. Nach etwa 
3 Monaten wurde das Stielwachstum in den Kulturen nahezu eingestellt. 
Kine Weiterentwicklung erfolgte erst nach Zugabe von 15—30 ml einer 
10°/,igen Glucoselésung, die dann zur Ausbildung vollig normaler 
Fruchtkorper in den meisten Kulturen fiihrte. 1—10 ml eines Extraktes 
aus Tannenholz je Kultur (500 g schwach braunfaules Holz mit 500 ml 
H,O 2 Std am RiickfluBkiihler extrahiert) ermdglichte nur dann Frucht- 
k6rperbildung, wenn auBerdem Calcium in ausreichender Menge zur Ver- 
fiigung stand. Daraus darf wohl der SchluB gezogen werden, daB Fak- 
toren, welche fruktifikationsfordernd wirken, im Holz nicht in wasser- 
léslicher Form vorliegen. 


7. Versuche zur Auslésung der Fruchtkérperbildung bei Stamm I 


Da Stamm J unter den bisherigen Versuchsbedingungen nie zum Fruktifizieren 
gebracht werden konnte, wurden weitere Versuche in dieser Richtung unternom- 
men. 

Aus der Literatur ist bekannt, da® viele holzzerstérende Pilze auf Mischungen 
von Maismehl, Maisstiirke und Holzpulver unter mehrmaliger Zugabe von Malz- 
losung fruktifizieren (ETTER 1929). Ahnliches berichtet auch Bapcock (1943), der 
zahlreiche Holzzerstorer erst dann zum Fruktifizieren brachte, wenn er dem Holz 
Mischungen von Maismehl, Knochenmehl, Kartoffelstarke, Saccharose und Holz- 
asche in wechselnden Mengen zusetzte. Hur (1947) erzielte mit geschalten und pul- 
verisierten Samen von Gleditschia triacanthos und Ceratonia siliqua bei Ganoderma 
lucidwm und anderen Ganoderma-Arten Fruchtkérperbildung. Verschiedene Autoren 
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empfehlen als fruktifikationsférdernde Zusatze auch Holz, Fichtenzapfen, Brot, 
Karotten, Bohnenstroh, Maismehl, Maisstarke, Malzextrakt und Fleischmalzextrakt. 
Trotz mannigfaltiger Variation der verschiedenen Substrate und unter Beriick- 
sichtigung von Aufenfaktoren wie Licht, Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Beliif- 
tung gelang es nicht, bei diesem Stamm eine Fruchtkérperbildung zu induzieren. 


B. Anatomische Untersuchungen im Zusammenhang 
mit der Lackbildung 


Die Untersuchungen wurden an Stielen von in Kultur erhaltenen 
Fruchtkérpern durchgefiihrt. 


1. Makroskopische Beobachtungen 


Aus rein weiBen oder leicht hellbraunen Myceldecken wuchsen die 
Stiele der Fruchtk6érper teils in der Mitte, teils an der Wand der Kultur- 
gefaBe empor. Wahrend des Wachstums waren die Spitzen stets rein 
weiB. Nach unten zu folgten dann ineinander iibergehende Zonen folgen- 
der Farbabstufungen: blaBgelb — citronengelb — hellbraun — rot- 
braun — dunkelrotbraun, wobei sich der Farbton im Laufe der Zeit noch 
vertiefte. In diesem Zusammenhang konnte die Beobachtung von 
Lonwaa (1952) bestiatigt werden, daf die der Glaswand anliegenden 
Fruchtkorperteile keinen Lack bilden, was auf einen direkten EinfluB der 
Luft bei dessen Entstehung schlieBen laBt. Es ist sehr wahrscheinlich, 
da es sich dabei um einen langsam ablaufenden oxydativen ProzeB 
handelt. 


2. Mikroskopische Beobachtungen 


Die mikroskopischen Untersuchungen wurden an Hand- und Mikro- 
tomschnitten durchgefiihrt, wobei das Material zum Mikrotomieren nach 
der Methode von Kisser (1926) vorbereitet wurde (Fixieren mit Chloro- 
formgemisch nach Carnoy, Zwischenfliissigkeit Benzol, Schmelzpunkt 
des Paraffins 54°—56°C). Es ergab sich dabei folgendes Bild: An den rein 
weiBen Stellen sind die Hyphenenden ganz gleichmaBig und zeigen keine 
Abweichung von solchen des Innenmycels. Bei Beginn der Lackbildung 
(blaBgelbe bis citronengelbe Zonen) schwellen die Enden der AuBen- 
hyphen an, die Zellwande werden verdickt und entsprechend wird das 
Lumen verringert. Liings- und Querschnitte der Hyphenenden an Stellen 
mit dunkelrotbraunem Lack (Abb.3 und 4) lassen erkennen, daB die 
Hyphen nunmehr auf das zwei- bis dreifache ihrer normalen Dicke an- 
geschwollen sind und ein Lumen unter Umstiinden ganz fehlt. In Abb.3 
sind nur die lackhaltigen Endteile der Hyphenzellen erfaBt, weil die lack- 
freien basalen Teile beim Schneiden abgetrennt werden. Der Ubergang 
von der normalen zur angeschwollenen Hyphe erfolgt plotzlich unter 
Hinlagerung des Lackes in die Zellwande. 
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C. Untersuchung des Lackes 


Anhaltspunkte iiber die Natur des Lackes finden sich in der Literatur 
nicht. Um tiber seine stoffliche Zusammensetzung etwas in Erfahrung zu 
bringen, wurde zunidchst versucht, ihn mit den iiblichen organischen 
Lésungsmitteln aus dem Mycel zu extrahieren. Mit Aceton, Dioxan, 
Chloroform, Trichlorathylen, Tetrachlorkohlenstoff, Pentan, Benzol, 


Abb. 4 
Abb. 3. Langsschnitt von lackhaltigen Hyphenenden, VergréBerung etwa 1000fach, Schnittdicke = 50u 
Abb. 4. Querschnitt von lackhaltigen Hyphenenden, Vergréferung etwa 1000fach, Schnittdicke = 50 


Xylol, Cyclohexan, verschiedenen Alkoholen, Athern, Acetaten und or- 
ganischen Basen gelang dies nicht. Ebenso erwiesen sich Sduren als un- 
brauchbar. Mit anorganischen Basen konnte der Lack jedoch in Lésung 
gebracht werden. 


1. Extraktion des Lackes 


Die auBeren lackfiihrenden Schichten von Fruchtkorpern wurden 
zunaichst mechanisch abgetrennt, mit 2n Salzsdure und Wasser vor- 
behandelt und mit 5°/,iger Kalilauge am RiickfluBkihler extrahiert. 
Nach Filtration wurde der Lack aus dem dunkelrotbraunen Extrakt in 
der Siedehitze mit Salzsiure bei pp 3,5—4,0 gefallt und nach fiinfmali- 
gem Umfallen bis zur Gewichtskonstanz bei 70°C getrocknet. Er lag 
dann als schwarzbraune, amorphe Substanz vor. 


2. Higenschaften des Lackes 


Ein Schmelzpunkt lie8 sich nicht ermitteln, da die Substanz bei 
etwa 300°C teilweise sublimierte. Bei hoheren Temperaturen trat nach 
und nach Zersetzung ein. Hiermit war klar, daB keine einheitliche Ver- 
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bindung vorlag, was auch ein Infrarotspektrum bestatigte. Letzteres 
1iBt auf ein polymeres Produkt schlieBen, ferner zeigt es das Vorhanden- 
sein vieler OH-Gruppen an. Da der Lack sich auBerdem nur in anorgani- 
schen Basen lost, ist anzunehmen, daB er zum Teil phenolische Eigen- 
schaften besitzt. 

Die Elementaranalyse ergab: C 47,66°/,; H 6,39°/); O 44,51°/); N 1,08°/9. Der 
geringe Stickstoffgehalt stammt wahrscheinlich aus den bei der Extraktion mit- 
verarbeiteten Mycelresten; es ist anzunehmen, dal} der Lack lediglich aus Kohlen- 
stoff, Wasserstoff und Sauerstoff aufgebaut ist. 

Mit der alkalischen, stark rotbraun gefarbten Lacklosung konnten 
keine der iiblichen Reaktionen auf phenolische Gruppen durchgefiihrt 
werden, da fiir solche gréBtenteils py-Werte im Bereich des Neutral- 
punktes erforderlich sind und diese zu gefarbten Produkten fiihren. So 
wurden die bei der thermischen Zersetzung entweichenden weifen bis 
gelblichen Dampfe in Wasser aufgefangen und Alkalischmelzen durch- 
gefiihrt, die zur Herstellung wiBriger, neutralisierter Ausziige dienten. 
Die Reaktionen dieser beiden Zersetzungsprodukte waren gleich: 

1. Mit diazotierter Sulfanilsiure sofortige Kuppelung zu einem roten 
Farbstoff. 2. Mit Eisen(III)chloridlésung (1°/,ig): Rotfarbung. 3. Mit 
Millons Reagens: Gelbfarbung. 4. Mit Chloroform + Atzkali: Gelb- 
farbung der waBrigen Phase. 5. Mit 4-Aminoantipyrin + Ammoniak + 
Kaliumferrocyanid: Rotfarbung. 6. Mit reiner Pilztyrosinase (Worthing- 
ton Biochemical Corporation, Freehold, New Yersey): Oxydation zu 
einer gelbbraunen Verbindung. 

Nach diesen Ergebnissen kann kein Zweifel mehr bestehen, daB pheno- 
lische Substanzen am Aufbau des Lackes beteiligt sind. 


D. Vorkommen und Bedeutung von Phenoloxydasen 
und Peroxydase 


Die Beobachtungen zur Zeit der Lackbildung lassen auf einen oxy- 
dativen Vorgang schliefen und die chemischen Untersuchungen auf die 
Beteiligung von Phenolkérpern am Aufbau des Lackes. Es lag die Ver- 
mutung nahe, daB Phenoloxydasen oder Peroxydase hierbei eine Rolle 
spielen, 

Die zur Verfiigung stehenden drei Stémme von Ganoderma lucidum 
wurden nunmehr eingehend auf Phenoloxydasen vom Laccase- und 
Tyrosinasetypus sowie auf Peroxydase untersucht. 


1, Untersuchungen an lebenden Kulturen ( Petrischalen) 


Die Pilze wurden auf Malzwiirze-Agar gezogen. Die Impfung erfolgte in der 
Mitte der Petrischalen. Nachdem die Nahrbéden véllig bewachsen waren, wurden 
unter sterilen Bedingungen aus drei verschieden alten Mycelien Lécher von etwa 
7mm Durchmesser gestanzt, in die dann zwei Tropfen der keimfreien Reagens- 
Puffergemische mit px-Werten von 5,2 und 6,8 eingebracht wurden. Als Kontrollen 
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dienten die Reagens-Puffergemische allein und in unbeimpften, gleichalten Agar- 
platten (siehe Methodik S. 95). 

Bei schneller Oxydation als Folge starker Enzymaktivitét war das 
Reagens-Puffergemisch in den ausgestanzten Léchern gefarbt und _bil- 
dete kleine Diffusionshéfe. Bei geringerer Aktivitat waren dagegen die 


Tabelle 3. Zeitlicher Verlauf der Enzymaktivitét im Lochtest mit Reagens- Puffer- 
gemischen von pry 5,2 


Reaktionszeit 


10 min 30 min 2 Std 5 Std 10 Std 20 Std 

Stamm J: 

Guajacol = = as nile as ae 

Guajacol + H,O, — a aie | Paces 

Phenol as = == = ue Rf 

p-Kresol — = = = si Tat 

Hydrochinon = — _ = afi aoe 

Tyrosin = = _ = os —Z 
Stamm IJ: 

Guajacol — = ae anes ci tae 

Guajacol + H,O, = ae Sean Seni 

Phenol —_ — — — ae Beale 

p-Kresol — — = = =e sage 

Hydrochinon -- — = 2: ajo te ascii 

Tyrosin — = = = ae; La 
Stamm J/T; 

Guajacol | ee betel 

Guajacol + H,O, ++ sodas 

Phenol = te eee 

Phenol + H,O, oo — — — = = 

p-Kresol = = + 5 oe ae se 

p-Kresol + H,0, = se = +e + | +++ 

Hydrochinon — = ak ee Suc ah he ae 

Hydrochinon + H,O, — _ — — — — 

Tyrosin _ = — — = — 


—= keine Oxydation, + = mafBige Oxydation, ++ = starke Oxydation, 
++-+ = sehr starke Oxydation. 


Lésungen ganz in den Agar hineindiffundiert und das Oxydationsphano- 
men nur an der Hofbildung zu erkennen. Bei allen drei Stémmen ver- 
liefen die enzymatischen Oxydationen bei py 5,2 wesentlich schneller als 
bei px 6,8. Etwa 5 Tage altes Mycel (ungefahr 1,5 cm vom Schalenrand 
entfernt) hatte die starkste Aktivitét, waihrend sie bei jiingerem (Rand- 
mycel) merklich geringer war. Die Enzymaktivitét war bei den drei 
Stémmen sehr verschieden. Die Oxydation der verschiedenen Reagentien 
lieB keinen eindeutigen Schlu8 auf den Typus des oder der vorhandenen 
Enzyme zu. Mit Ausnahme von Tyrosin wurden alle Reagentien oxydiert. 
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Stamm I zeigte eine maBige Aktivitat, die in der sichtbaren Oxydation 
von Guajacol und Guajacol + H,O, nach 2 Std zum Ausdruck kam. Mit 
Stamm JJ traten diese Reaktionen bereits nach 30 min ein. Als besonders 
fermentaktiv erwies sich Stamm J//. Die einzelnen Reaktionen sind in 
Tab.3 aufgefihrt. 

Aus ihr ergibt sich, da8 Stamm JJJ Guajacol und Guajacol + H,O, 
innerhalb von 10 min oxydiert. Die Farbtiefe bei Guajacol + H,O, war 
etwa doppelt so stark als bei Guajacol allein. Der Nachweis einer Peroxy- 
dase mit Guajacol + H,O, ist hier insofern nicht eindeutig, als allein 
schon der beim Zusammentreffen von H,O, mit Mycel und Agar frei- 

werdende Sauerstoff eine Oxyda- - 

Tabelle 4. Laccaseaktivitét der Kultur- tion herbeifiihren kann. Die Oxy- 
filtrate bet verschiedenen Kohlenstoff- dation vonGuajacol (Rotfairbung), 
quellen (Stickstoffquelle = Kaliwmnatrat) Hydrochinon (Rot- bis Schwarz- 

mit Guajscol bet py 5,2 *y' “ : 
‘Kaltaralior = 6 Wacken farbung) und p-Kresol (weiBes 
Pracipitat bzw. weiBer Hof) las- 


Ste I I I 7 sub mee 
ecto ety SE sen auf das Vorhandensein einer 
Reaktionszeit} 60 min 30 min 10 min Lacease schlieBen. Fiir die An- 
Glucose ++ ++ au wesenheit einer Tyrosinase spricht 
Cellulose — ey ee die deutliche Oxydation von Phe- 
1 . oe 

Galaktose ‘ ie nol (Rotbraun- bis Braunfar- 
Maltose Sse estes A ; : 
ete eae a x 4 bung), wahrend die negativen 
ey cae <i aie fs Ergebnisse mit Tyrosin dagegen 
Xylose pa - sprechen. 

— = keine Oxydation, + = schwache Im Vergleich zu Stamm //1 
Oxydation, ++ = starke Oxydation, Verhielten sich die Staémme J und 
+++ = sehr starke Oxydation. IT in bezug auf die Oxydation 


der verschiedenen Reagentien 
sehr ahnlich. Deutliche Unterschiede traten lediglich hinsichtlich 
der Reaktionszeit auf. 


2. Untersuchungen an Flissigkeitskulturen 

Durch die Petrischalenversuche konnte nicht eindeutig geklart wer- 
den, welche Oxydasen im einzelnen vorlagen, so dal weitere Unter- 
suchungen mit Nahrlésungen, Mycelextrakten und Rohenzymlésungen 
durchgefiihrt werden muBten. 

Vorhergehende Versuchsreihen zeigten, daB sich alle drei Stimme auf 
Glucose + Pepton, Tyrosin oder Asparagin rasch und kraftig entwickeln. 
Die ersten Teste wurden deshalb mit Filtraten solcher Kulturen durch- 
gefiihrt. Als Reagentien dienten Guajacol, Guajacol + H,0,, p-Kresol 
und Tyrosin. 

Die Nahrlésungen verschieden alter Tyrosinkulturen von Stamm J 
zeigten innerhalb von 3 Std keine Reaktion. Die entsprechenden Kultur- 
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filtrate der Stiémme JJ und III dagegen oxydierten Guajacol innerhalb 
von 2—3 Std, die restlichen Reagens-Puffergemische innerhalb dieser 


Tabelle 5. Laccaseaktivitat der Kulturfiltrate von Stamm III bei Variation der 
Kohlenstoffquellen und verschiedenen Tannenholzzustitzen mit Guajacol bet py 5,2 
Stickstoffquelle = Calciumnitrat, Kulturalter = 8 Wochen, Reaktionszeit — 10min 


| Glucose Maltose Arabinose 
Gesundes Tannenholz roe Joa abae 
Schwach braunfaules Tannenholz 4 =E “oy Spots 
Stark braunfaules Tannenholz ++ + + 


+ == schwache Oxydation, ++ = starke Oxydation, +++ = sehr starke Oxy- 
dation. 


Zeit aber nicht. Stamm J hatte also kein Enzym in die Nahrlésung aus- 
geschieden, die Stémme JJ und III dagegen geringe Mengen einer 
_ Laccase. 

Besser reagierten die Filtrate der Pepton- und Asparaginkulturen 
aller drei Stimme. Von Stamm JJ wurde Guajacol schon nach wenigen 
Minuten und p-Kresol (zu 
weiBem Pracipitat) nach 2bis  Tabelle 6. Laccaseaktivitit der Kulturfiltrate 


3 Std oxydiert. Der Nachweis bei verschiedenen Stickstoffquellen (Kohlenstoff- 
quelle = Glucose) mit Guajacol bei px 5,2 


von Tyrosinase und Peroxy- Kulturalter = 10 Wochen 


dase war wahrend eines Zeit- 


raumes von 3 Std _negativ. pian z II UI 
Die Stémme J und IJ zeigten Reaktionszeit 60min | 30min | 10min 
bei geringerer Enzymaktivitaét {ajiumnitrat af Ff 4 
die gleichen Oxydationsvor- Ammonsulfat + sly pan yet ets 
gange. , Ammonchlorid = = ai 

Nach Angaben in der Lite- Ammonnitrat io ri a ant 

Ky Calciumnitrat — ae Seats 

ratur (HIGUCHI u. MITAMURA — Ammontartrat 0, fice: jester 
1953) kommt Tyrosinase bei  Asparaginsaure a va ats 
Pilzen nur selten und in ge-  Glutaminsdure — + 4 
ringen Mengen als Ektoenzym —= keine Oxydation, + = schwache 
vor. Es wurden deshalb My- Oxydation, ++ = starke Oxydation, +++ 
celextrakte hergestellt, wozu =sehr starke Oxydation. 


die Mycelien griindlich ge- 
waschen, scharf abgesaugt, mit Quarz verrieben, mit der dreifachen 
Menge Wasser 4 Std bei 4°C unter haufigem Umriihren extrahiert und 
anschlieBend zentrifugiert bzw. méglichst klar filtriert wurden. Bei allen 
drei Stémmen konnte nur eine 4uBerst minimale Laccaseaktivitaét nach- 
gewiesen werden. 

Andere Versuchsreihen mit verschiedenen Kohlenstoff- und Stickstoff- 
quellen sowie mit Tannenholzzusétzen fiihrten zum Nachweis einer 
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Laccase, deren Aktivitat einerseits unter den drei Stémmen und anderer- 
seits gegeniiber den einzelnen Substraten sehr verschieden war (siehe 
Tab.4—6). 


Zur Herstellung von Rohenzymlésungen wurden die drei Stamme auf 
Glucose + Asparagin kultiviert, nach 8 Wochen die Kulturfliissigkeiten 
abfiltriert, die Mycelien extrahiert und die Extrakte mit den Kultur- 

filtraten vereinigt. Die Enzymfallung er- 


utd, [ 6 ibe Stm folgte mit Ammonsulfat (63 g Ammonsul- 
1B a fat je 100 ml). Die Pracipitate wurden in 
17\- Wa 100 ml Wasser aufgenommen, 24 Std in 
7s rf ii Leitungswasser und anschlieBend in dest. 
15+ daart 3 
ve Bee ws Wasser dialysiert. ‘ 1 
RE x | Die so erhaltenen Lésungen waren triib 
12 | Sf und gefarbt. Zur Klarung und Entfarbung 
lis : vA von Rohenzymlésungen benutzten ver- 
. | schiedene Autoren Kaliumphosphat-Gel 
Ae une |} (Kem u. Many 1938), Tierkohle oder 
7 e Kaolin (YAKUSHIJI 1940), Celite (LINDBERG 
é Va —SH"|  u. Hou 1952), Bleiacetat (Hievcut 1953) 
Fis ‘5 en fi oder Aluminiumoxyd (Dawson u. MAGEE 
i} J AL Ser | 1955). Eigene Untersuchungen ergaben, daB 
é = or St bei einmal dialysierten Rohenzymlésungen 
Aer ar durch Behandeln mit Tierkohle zwar alle 
0 


J0 8 00 10 111k eee Karbstoffe und Schwebeteilchen entfernt 
Abb.5. Manometrische Aktivitits) Werden, gleichzeitig aber auch der gréBte 
i Ba a ge Yr aa ae Teil der Enzyme an die Kohle adsorbiert ist 

und III mit Guajacol bei px 5,2 und mit Wasser nicht mehr eluiert werden 

kann. Zur Klarung und Entfarbung mit 

Kohlegranulat (Merck) geniigte einmaliges Adsorbieren, doch war der 

Verlust an Enzym auch hier relativ groB. Mit Celite, Kaolin und ver- 

schiedenen Aluminiumoxyden mute mehrmals adsorbiert werden, 
wobei ebenfalls ein erheblicher Enzymverlust entstand. 


Zur Klarung und Entfairbung der Rohenzymlésungen wurde deshalb 
nur noch dialysiert, das Dialysat erneut mit Ammonsulfat nahezu ge- 
sittigt, das Pracipitat in Wasser aufgenommen und wieder dialysiert. 
Nach viermaligem Wiederholen und anschlieBender Filtration durch ein 
Membranfilter Nr. 5 (Membranfiltergesellschaft Sartorius Werke, Gottin- 
gen) konnte eine wasserklare, enzymhaltige Lésung erhalten werden, 
wobei der Enzymverlust sehr gering war. 


Die so vorbehandelten Lésungen wurden erneut auf das Vorhanden- 
sein von Laccase, Tyrosinase und Peroxydase gepriift. Es zeigte sich 
wiederum, da8 alle drei Staémme nur iiber eine Laccase verfiigen. 
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Die pxy-Optima der Enzymaktivitat lagen fiir Stamm J bei pu 5,2, fiir 
Stamm ITI bei py 4,5 und fiir Stamm J// zwischen pu 4,5 und 5,2. Kine 
manometrische Aktivitaétsbestimmung wurde mit Guajacol bei px 5,2 
durchgefiihrt, die Werte sind in Abb.5 wiedergegeben. 


3. Photometrische Aktivititsbestimmungen 


Bisherige Untersuchungen zeigten, dal die Menge der in die Nahrlésung ab- 
geschiedenen Laccase von den angebotenen Stickstoff- und Kohlenstoffquellen 
sowie von Tannenholzzusitzen abhangig zu sein scheint. Weitere Versuchsreihen 
wurden nach dieser Richtung hin ausgewertet, wobei auch auf Beziehungen zwischen 
pu-Werten der Kulturfiltrate, Mycelgewichten sowie Pigmentbildung am Ober- 
flachenmycel und der Laccaseaktivitat geachtet wurde. Untersucht wurde ferner, 
ob und inwieweit zur Zeit der Lackbildung im Kulturfiltrat oder auch im Mycel 
(bzw. in den Fruchtkérpern) eine erhéhte Laccaseaktivitat auftritt, zumal fiir die 
Entstehung des Lackes ein oxydativer Proze? verantwortlich gemacht werden muB 
und das chemische Verhalten des Lackes auf das Vorhandensein phenolartiger 
Korper hindeutet. Es wurde nur Stamm J/J benutzt, der auf geeigneten rein syn- 
thetischen Nahrlésungen normale Fruchtkérper mit kraftiger Lackbildung zeigt, die 
groBte Enzymaktivitat besitzt und das beste Mycelwachstum hat. Die Kulturen 
wurden unter méglichst gleichen Bedingungen gehalten und die Nahrlésungen auf 
ein Ausgangs-pp von 5,5 eingestellt. Bei Calciumnitratkulturen war der pq-Wert 
nach der Sterilisation auf 4,8 abgesunken. Beimpft wurde mit nahezu gleichgroBen 
und méglichst agarfreien Impfstiicken aus 10 Tage alten Schragagarkulturen. Die 
Messungen erfolgten wéchentlich wahrend einer Kulturdauer von 11—18 Wochen. 
Als Reagens diente Guajacol in einem Puffergemisch von py 5,2. Die Laccasewerte 
wurden nach einer Reaktionszeit von 20 min (bei Asparagin als Stickstoffquelle 
nach 8 Std) im Dunkeln ermittelt, nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daB 
direktes Sonnenlicht, aber auch helles Tageslicht, schon nach wenigen Minuten Hin- 
wirkung den Reaktionsverlauf bei geringer Enzymaktivitat stark negativ beein- 
flussen. Die Extinktionswerte (e) sind alle auf eine Cuvettenschichtdicke von 50 mm 
umgerechnet. Als Vergleichslésungen dienten Nahrlésungs-Puffergemische im 
gleichen Verhaltnis des Reagens-Puffergemisches. Die Werte sind Mittel aus finf 
Kulturen mit je 50 ml Nahrlésung in 200 ml Erlenmeyerkolben. 


a) Verschiedene Kohlenstoff- und Stickstoffquellen sowie 
Zusatze von Tannenholz 


Als besonders gut verwertbare Kohlenstoffquellen erwiesen sich 
Glucose und Maltose. Die py-Werte der Kulturfiltrate und die Mycel- 
trockengewichte waren in beiden Versuchsreihen etwa gleich, die Laccase- 
aktivitat schwankte zwar etwas, doch lagen die Werte in der gleichen 
GréBenordnung (Abb.6 und 7). 

Auf Cellulose als einziger Kohlenstoffquelle war das Wachstum an- 
fanglich schwach und die Enzymaktivitat sehr gering. Erst nach vier- 
wochiger Kulturdauer erfolgte kréaftige Mycelbildung und ein Anstieg der 
Laccaseaktivitat bis zu einem Maximum nach 8 Wochen (¢ = 3,60). In 
alteren Kulturen trat ein langsamer Aktivitatsabfall ein. In einer Ver- 
gleichsreihe, die auBer Cellulose noch 0,5°/, Glucose enthielt, war das 
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Mycelwachstum von Anfang an sehr kraftig, die Enzymaktivitaét aber 
aus noch nicht geklirten Griinden stets wesentlich geringer. 


00 7— 
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Abb.6. Glucose + Calciumnitrat 


Abb.6—10. Wachstum, pu-Werte und Laccaseaktivitaét der Kulturfiltrate von Stamm JJI in ver- 
schiedenen_ Medien. TS = Myceltrockensubstanz; px = pqg-Werte der Kulturfiltrate; « = Extinktion 
nach 20 min Reaktionszeit, bei Glucose + Asparagin nach 8 Std 
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Abb.7. Maltose + Calciumnitrat 
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Abb.8. Glucose + Calciumnitrat + gesundes Tannenholz 


Kin Zusatz von gesundem oder braunfaulem Tannenholz zu Kulturen 
mit Glucose + Calciumnitrat forderte das Wachstum etwas, verzégerte 
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die Fruktifikation um 1—2 Wochen und steigerte die Laccaseaktivitit 
um ein Vielfaches, vor allem zu Beginn und am Ende der Kulturzeit 
(Abb.8). 

Mit Kaliumnitrat als Stickstoffquelle war das Mycelwachstum zwar 
geringer, die Enzymaktivitiat lag in der gleichen GréBenordnung und 
war durch ein einziges Maximum gekennzeichnet (Abb.9). 

Die Harnsaéurekulturen zeigten normales Wachstum, die Laccase- 
aktivitaét war wahrend der ganzen Versuchszeit (12 Wochen) sehr gering 
und ohne ein Maximum. 
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Abb.10. Glucose + Asparagin 


Mit Asparagin erfolgte schnelles und kraftiges Wachstum. Im Gegen- 
satz zu vorangegangenen Untersuchungen (siehe S.107) konnte aber hier 
nach der iiblichen Reaktionszeit von 20 min in bis zu 18 Wochen alten 
Kulturen eine Laccaseaktivitat nicht festgestellt werden. Die Messungen 
erfolgten daher erst nach 8 Std (Abb. 10). 


b) Die Laccaseaktivitét von Kulturfiltraten, Mycel- und 
Fruchtkoérperextrakten zur Zeit der Pigment- und 
Lackbildung 


Es wurden Kulturen verwendet, in denen die Lackbildung einsetzte 
oder bereits fortgeschritten war sowie auch solche mit stark pigmentiertem 
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Oberflachenmycel. In Vergleichskulturen war das Mycel rein weil. 
In Kulturen mit hell- bis dunkelbraunem Oberflichenmycel war die 
Laccaseaktivitaét der Kulturfiltrate durchweg etwas geringer. Unter- 
schiede in den Mycelgewichten und py-Werten ergaben sich jedoch nicht. 
Wahrend der Lackbildung war die Aktivitat in den Kulturfiltraten 
immer wesentlich geringer, wihrend die py-Werte gegeniiber den Ver- 
gleichskulturen keine Unterschiede aufwiesen. Das Mycelgewicht war 
betrachtlich héher (Fruchtkérper bzw. -stiele). Mycelextrakte ungefarb- 
ter Kontrollen, Extrakte pigmentierter Mycelien und Fruchtkérper- 
extrakte zeigten selbst nach einer Reaktionszeit von 20 Std keine 
Laccaseaktivitat. 


c) Die Abhangigkeit der Laccaseaktivitat 
von den einzelnen Faktoren 

Ein. Vergleich obiger Versuchsreihen zeigt, daB aus den Mycel- 
gewichten und den py-Werten der Kulturfiltrate waihrend der Versuchs- 
dauer keine direkten Beziehungen zur Laccaseaktivitét erkennbar sind. 
Die Vermutung, die Laccase sei wesentlich an der Lackbildung beteiligt, 
konnte nicht bestatigt werden. Zur Zeit der Fruktifikation war die Akti- 
vitat stets geringer. Die Versuchsreihen mit Glucose und Maltose einer- 
seits und Calciumnitrat und Kaliumnitrat andererseits ergaben, von 
wenigen Ausnahmen abgesehen, Laccasewerte in etwa gleicher GroBen- 
ordnung. Auffallend war, daB die Laccaseaktivitat durch Zusatz von 
Tannenholz am Anfang und am Ende der Kulturzeit um ein Vielfaches 
hoher lag als in den Kulturen ohne Holzzusatz, ferner, daB mit Cellulose 
als einziger Kohlenstoffquelle viel Laccase gebildet wurde, die Aktivitat 
bei einem Zusatz von 0,5°/, Glucose aber wieder stark absank. Die Tat- 
sache, da die Asparaginkulturen nach 20 min Reaktionszeit iiberhaupt 
keine Aktivitaét aufwiesen, steht im Widerspruch zu friiheren Ergebnissen 
(siehe 8. 107). Méglicherweise ist diese Diskrepanz darauf zuriickzufiihren, 
da die Kulturen bei klarem Wetter oft 1—2 Std direktem Sonnenlicht 
ausgesetzt waren, was offenbar die Enzymbildung nachteilig beeinfluBt 
hat. 


Diskussion 

Kin Vergleich der drei untersuchten Stémme von Ganoderma lucidum 
hinsichtlich der Fruchtkérperbildung zeigt, daB nicht nur Umweltfakto- 
ren oder Substratbedingungen dafiir verantwortlich sind. Die Stamme 
scheinen sich auch genetisch stark voneinander zu unterscheiden. Dafiir 
sprechen vor allem die Beobachtungen an Stamm J//, der auf geeigneten 
voll- oder halbsynthetischen Substraten normale Fruchtkérper bildet. 
Stamm /7, der unmittelbar aus einem Fruchtkérper isoliert wurde, ver- 
mochte nur bei Zugabe von braunfaulem Tannenholz zum Naéhrmedium 
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zu fruktifizieren, doch blieb die Fruktifikation im Stadium steriler For- 
men stehen. Unter keiner der gewahlten Versuchsbedingungen ent- 
wickelte Stamm J Fruchtkorper. 


Ob das verschiedene Verhalten der Stiémme JZ und JIJ auch mit 
deren verschiedener Herkunft (Isolierung von Tanne bzw. Buche) zu- 
sammenhangt, kann nicht entschieden werden. 


Die fiir beide Stéimme gefundenen giinstigen py-Werte fiir die Frucht- 
korperbildung stimmen mit den von Kocu (1958) fiir Polystictus versicolor 
ermittelten nahezu iiberein. Koon erhielt auf Malzwiirze-Agar in einem 
pu-Bereich von 5,0—8,0 Fruktifikation, die bei py 4,0 bereits vollig ver- 
hindert war. In eigenen Versuchen erméglichten py-Werte im Bereich von 
4,5—6,0 Fruchtkérperbildung, die aber im Gegensatz zu den Ergebnissen 
von Kocu bei héheren Werten nicht mehr einsetzte. 


Die Feststellung von GrBson u. TRAPNELL (1957), daB bei Polyporus 
arcularius Hefeextrakt fiir die Fruktifikation giinstig ist, traf fiir Stamm 
ITI nicht zu, vielmehr wurde die Bildung normaler Fruchtk6érper durch 
einen solchen Zusatz verhindert. Beide Autoren erwahnen ferner, daB in 
Pepton die fiir Wachstum und Fruchtkérperbildung notwendigen Wuchs- 
stoffe ausreichend zur Verfiigung stehen. Eigene Versuche mit Ganoderma 
lucidum zeigen aber, daB bei Pepton als Stickstoffquelle ein Zusatz von 
Aneurin oder Hefeextrakt eine Wachstumssteigerung bewirkt. Darin 
kommt zum Ausdruck, da8 hinsichtlich der Menge der benétigten Wuchs- 
stoffe deutliche Unterschiede innerhalb der Basidiomyceten bestehen und 
da8B Pepton unter Umstanden einen formativen EinfluB auf die Frucht- 
k6érperbildung hat. 

Fiir die Entwicklung normaler Fruchtkérper bei Stamm J// scheint 
dem Calcium in geeigneter Konzentration eine wesentliche Bedeutung 
zuzukommen. DaB es bei hoheren Pilzen die Fruchtkérperbildung for- 
dernd beeinflussen kann, geht auch aus einer Arbeit von ASCHAN (1954) 
hervor. Darin finden sich Hinweise darauf, daB Collybia velutipes unter 
sonst geeigneten Bedingungen Fruchtkorper bildet, wenn der Nahrlosung 
neben anderen Spurenelementen 100mg Calciumchlorid je Liter zu- 
gesetzt waren. Diese Menge reicht bei Stamm /// nicht aus, um eine nor- 
male Fruktifikation zu gewahrleisten. Aus Untersuchungen von Lamp- 
RECHT (1958), die sich unter anderem mit den Fruktifikationsbedingun- 
gen von Merulius lacrymans beschaftigte, geht nicht hervor, ob dem 
Calcium dabei ein spezifischer Einflu8 zukommt. Fiir einen solchen 
sprechen auch nicht die eigenen Untersuchungen an den Stémmen J und 
II. Der bei Stamm III beobachtete EinfluB des Calciums auf die Frucht- 
k6rperbildung ist méglicherweise auf diesen beschrankt. 


Die Angaben iiber den Einflu8 von Stickstoffverbindungen auf die 
Fruktifikation héherer Pilze sind unterschiedlich. Wahrend Gipson u. 
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TRAPNELL (1957) bei Polyporus arcularius mit einem Stickstoffgehalt von 
mehr als 0,06°/, keine Fruchtkérper erhielten, gelang dies AscHAN (1954) 
bei Collybia velutipes mit Konzentrationen von 0,014—0,14°/, Stickstoff. 
In eigenen Versuchen war der Stickstoffgehalt der Substrate konstant 
0,0425°/, und lag damit in einem von den erwahnten Autoren ermittelten 
giinstigen Bereich. DaB aber auch ein qualitativer Einflu8 von Stickstoff- 
quellen auf die Fruktifikation ausgeht, zeigen die Ergebnisse mit Gano- 
derma lucidum, Stamm III, der auf Ammonchlorid, Ammonsulfat und 
Ammonnitrat keine Fruchtkérper bildet. In diesem Zusammenhang sind 
auch die Befunde von Bm.tE-HANsEN (1953b) und ScHELER-CORRENS 
(1957) von Interesse, aus denen hervorgeht, daB bei zwei Coprinus-Arten 
die Fruchtkérperbildung durch Asparagin ganz entgegengesetzt beein- 
fluBt wird. Nach Lamprecut (1958) bildet der Hausschwamm auf zahl- 
reichen organischen und anorganischen Stickstoffquellen allein keine 
Fruchtkérper. In Kulturen mit Gemischen verschiedener Stickstoffver- 
bindungen konnten jedoch einige Stémme dazu veranlaBt werden. 

Auch der Einflu8 verschiedener Kohlenstoffquellen ist recht unter- 
schiedlich. Die von BrttE-HANSEN (1953a) untersuchten drei Coprinus- 
Arten fruktifizierten mit Maltose normal, mit Saccharose bildeten sie nur 
Zwergformen, und Glucose verhinderte die Fruchtkérperbildung iiber- 
haupt. Auch EssEr (1956) berichtet, daB bei Podospora anserina Glucose 
die Fruktifikation stark hemmt, Saccharose dagegen fordert. Ganoderma 
lucidum, Stamm ITT, bildet sowohl auf Glucose- und Saccharose-haltigen 
Substraten, als auch auf verschiedenen anderen Kohlenstoffquellen nor- 
male Fruchtkérper. Auf Mannose und Maltose kam es trotz sehr guten 
Wachstums nur zur Stielbildung ohne Hymenien, wahrend auf Lactose 
und Arabinose die Entwicklung nicht iiber die myceliale Phase hinaus- 
ging. 

Die von verschiedenen Autoren (Errpr 1929, Bapcock 1943, 
Louwaa 1952) benutzte Methode, durch Holzzusiatze zum Substrat eine 
Fruchtk6érperbildung zu induzieren, fiihrte bei Stamm J zu keinem Erfolg. 
Bei den Stémmen J/ und JI// trat sie zwar ein, war aber nicht normal. 
Stamm J// verhielt sich insofern bemerkenswert, als er in Substraten 
mit Calcium normal fruktifizierte, wihrend in den gleichen Substraten in 
Gegenwart von Tannenholzstiicken die Entwicklung iiber Fruchtkérper- 
stiele nicht hinausging. Wenn die Stielbildung zum Stillstand kam, be- 
wirkte die Zugabe von Glucoselésung eine Weiterentwicklung bis zu nor- 
malen Fruchtkérpern. Eine Erklarung fiir dieses Phinomen kann viel- 
leicht darin bestehen, daB8 im Holz Stoffe vorhanden sind, die zwar die 
Fruktifikation férdern, aber zuniichst in gebundener Form vorliegen und 
erst durch Enzyme oder Sauren in Freiheit gesetzt werden, die im Laufe 
des Pilzwachstums gebildet werden. Méglicherweise kann es sich aber 
auch um Stoffe handeln, die die Hymeniumbildung hemmen und erst 
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inaktiviert werden miissen. In beiden Fallen kann wahrend der Frei- 
setzung bzw. Inaktivierung derartiger Stoffe so viel Kohlenhydrat ver- 
braucht werden, da8 eine Entwicklung iiber Fruchtkérperstiele hinaus 
nicht mehr erfolgt. 


Louwae (1952) hatte bereits beobachtet, da® Lackbildung nur an den 
Teilen der Fruchtkérper zustande kommt, die der Wand des Kultur- 
gefaéBes nicht unmittelbar aufliegen, somit der Einwirkung der Luft 
direkt ausgesetzt sind. Diese Beobachtung konnte bestitigt werden und 
deutet im Zusammenhang mit anatomischen Befunden zur Zeit der Lack- 
bildung darauf hin, daB es sich dabei um einen oxydativen Vorgang 
handelt. 


Der Nachweis von Phenoloxydasen und Peroxydase auf Malzwiirze- 
Agar-Kulturen fiihrte nicht zu eindeutigen Ergebnissen. Der von BAVEN- 
DAMM (1928a, 1928b) entwickelte Test, der von vielen Autoren, allerdings 
meist in modifizierter Form (Davipson, CAMPBELL u. BLAISDELL 1938; 
Borpin 1951; Prroarp 1956 u.a.) benutzt wurde, gibt zweifellos sehr 
gute Hinweise auf das Vorhandensein oder Fehlen von Oxydasen, und die 
Methode ist auch fiir orientierende Versuche durchaus geeignet. Fiir den 
exakten Nachweis von Laccase, Tyrosinase und Peroxydase bedarf es 
aber der Ergainzung durch Untersuchungen von Nahrlosungen und 
Mycelextrakten oder Rohenzymlésungen. 


VENKATARAYAN (1936) fand bei Ganoderma lucidum eine Laccase, 
Lyr (1956) stellte dagegen nur eine Peroxydase fest, 2 Jahre spater aller- 
dings (1958a) berichtet er aber auch vom Vorhandensein einer Laccase, 
deren Aktivitat etwa der Halfte der Peroxydaseaktivitaét entsprach. Die 
Untersuchungen an Ganoderma lucidum ergaben, da alle drei Stamme 
nur iiber eine Laccase verfiigen. Die Testung auf Malzwiirze-Agar kann 
allerdings das Vorhandensein einer Peroxydase vortaéuschen, weil allein 
schon der beim Zusammentreffen von H,O, mit Mycel und Agar frei- 
werdende Sauerstoff eine Oxydation der Testsubstanzen verursachen 
kann. Sehr wahrscheinlich ist dies auch der Grund fiir die den eigenen 
Befunden widersprechende Feststellung von Lyr. 

Fiir quantitative Aktivitétsbestimmungen wurden vielfach Rohen- 
zymlésungen benutzt (GREGG u. Miter 1940, LinpEBERG u. Horm 1952, 
CuraraPPa 1959). Es hat sich gezeigt, daB bei der Herstellung solcher 
Lésungen ein Teil der Enzyme verlorengeht. Fiir vergleichende Zwecke 
war die photometrische Bestimmung der Laccaseaktivitat besser geeignet 
und fiihrte zur Erfassung der in den Kulturfiltraten tatsichlich vorhan- 
denen Enzymaktivitat. 

Die in den Kulturen mit Holzzusatz beobachtete auBerst starke Fér- 
derung der Laccaseaktivitat wahrend der ersten 3 Wochen gibt AnlaB zu 
der Annahme, da8 im Holz selbst: Substanzen vorhanden sind, die diese 
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induzieren. Méglicherweise handelt es sich dabei um phenolische Verbin- 
dungen, mit denen FAnragus (1954) bei Polyporus versicolor, oder um 
verschiedene organische Sauren, mit denen Lyr (1958b) bei Collybia 
velutipes eine Erhodhung bzw. Induktion der Fermentbildung erreichte. 
Auch eine Induktion durch andere aromatische Verbindungen, wie sie 
von FAnranvus, TULLANDER u. LJUNGGREN (1958) und MALMSTROEM, 
FAuranvs u. Mospacu (1958) erhalten wurde, ist in obigem Zusammen- 
hang nicht ausgeschlossen. 


Zusammenfassung 


Bei drei Stémmen von Ganoderma lucidum wurde die Fruchtkérper- 
bildung genauer untersucht, die damit im Zusammenhang stehende Aus- 
scheidung einer Lackschicht verfolgt, die Beschaffenheit des Lackes, 
soweit moglich, aufgeklirt und das Vorkommen von Phenoloxydasen und 
Peroxydase gepriift. 


1. Auf Grund des sehr verschiedenen Verhaltens der drei Stamme hin- 
sichtlich der Fahigkeit zur Fruktifikation darf angenommen werden, daB 
genetische Faktoren dabei eine wesentliche Rolle spielen. 


2. Normale Fruchtkérper wurden nur von Stamm J// gebildet. [hr 
Zustandekommen scheint von gewissen Calciumkonzentrationen im 
Substrat abhangig zu sein, oder von Stoffen, wie sie beispielsweise im 
Tannenholz vorhanden sind. 


3. Verschiedene Kohlenstoff- und Stickstoffquellen erwiesen sich bei 
Stamm J/7 als fruktifikationshemmend, andere fiihrten nur zur Aus- 
bildung anomaler fertiler oder steriler Formen; Pepton und Hefeextrakt 
verhinderten die Normalfruktifikation, Ausgangs-pq-Werte der Sub- 
strate unter 4,5 bzw. iiber 6,0 unterdriickten die Fruchtkérperbildung 
ganz. 


4. Die Lackbildung ist ein langsam ablaufender oxydativer Vorgang, 
der zu einem polymeren Produkt fiihrt. Die Einlagerung des Lackes 
erfolgt in die Zellwande deformierter AuBenhyphen. Am Aufbau des 
Lackes sind sehr wahrscheinlich nur Kohlenstoff, Sauerstoff und Wasser- 
stoff beteiligt, der Lack selbst enthalt phenolische Kérper. 


5. Der Nachweis von Laccase, Tyrosinase und Peroxydase war auf 
Malzwiirze-Agar-Kulturen nicht eindeutig. Besser eignen sich hierzu 
Kulturfiltrate bzw. Mycelextrakte oder Rohenzymlésungen. 


6. Alle drei Stiimme verfiigen nur iiber eine Laccase. 


7. Zusammenhiange zwischen Mycelgewichten, py-Werten der Kultur- 
filtrate und der Laccaseaktivitat lassen sich bei Stamm J/J nicht er- 
kennen. 


Fruchtkérperbildung bei Ganoderma lucidum (Leyss.) Karst. CLT. 


8. Durch Zusatz von Tannenholz zum Kultursubstrat wird die 
Laccasebildung bei Stamm JIT stark geférdert. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Hans Kiutwetn, bin ich fiir 
die Anregung zur Durchfiihrung der Arbeit und die stete Férderung derselben 
zu groBtem Dank verpflichtet. 
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Aus dem Pharmakologischen Institut der Medizinischen Universitat, Debrecen 
(Ungarn) 


Screening-Methode zum Nachweis der 
Strahlenschutzwirkung von Streptomyces-Fermentsiften 


Von 
F. HERNADI, T. VALYI-NAGY, A. JENEY und G. VALU 


(Hingegangen am 5. April 1961) 


Die zunehmende Verwendung der Atomenergie fiir friedliche und 
militérische Zwecke erforderte ein eingehendes Studium der Méglich- 
keiten des Strahlenschutzes. Ein neues Gebiet der Forschung wurde 
durch die Entdeckung eréffnet, daB Mikro- und Makroorganismen gegen 
die ionisierende Bestrahlung mit gewissen spezifischen chemischen Stoffen 
partiell geschiitzt werden kénnen. Vor allem wurden in bezug auf die 
sogenannten, radioprotektiven Stoffe wichtige Ergebnisse erzielt. Unter 
diesen erwiesen sich das Cystein (Parr et al. 1949), Cysteamin (Baca 
et al. 1951), Cystamin (Baca et al. 1953), AET (Donmrty et al. 1955), 
HCT (Koc 1957) bei den Experimenten am wirksamsten. Bei ihren 
praktischen Anwendungen bestehen noch Schwierigkeiten; deshalb ist 
man bestrebt, immer neuere Typen von radioprotektiven chemischen 
Stoffen herzustellen. 

In Kenntnis der auSerordentlich variablen EKigenschaften und ihres 
Stoffwechsels haben wir die radioprotektive Aktivitat der Kulturen von 
Streptomyceten untersucht, zu welchem Zwecke zunachst eine ent- 
sprechende Methode ausgearbeitet werden muBte. 

Zum Nachweis der radioprotektiven Aktivitat werden Sdugetiere 
(CRONKITE et al. 1951, Mause, Ratten) bzw. Mikroorganismen (EH. coli, 
HoLuAENDER et al. 1953, HERNADI et al., im Druck) benutzt. Im ersten 
Durchgang konnten wir keine Saéugetiere verwenden, zum Teil wegen 
der Dauer und Kostspieligkeit der Priifmethode, zum Teil wegen des 
geringen Schutzeffektes der rohen Fermentsafte. Darum haben wir uns 
der billigeren und empfindlicheren Mikroorganismen bedient. Wir haben 
mit Hilfe bekannter protektiver Stoffe zum quantitativen Nachweis der 
Strahlenschutzwirkung der rohen Fermentsafte an je einem Coli- und 
Streptomyces-Stamm (H. coli 0111 und Str. bikiniensis) eine generell 
brauchbare Methodik ausgearbeitet. Neben H. coli als Testmikroorganis- 
mus war die Einstellung des genannten Streptomyces-Stammes fiir den 
Test auch notig, da die versuchten Fermentsafte die Entwickelung von 
E. coli oft hemmen. 
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Methodik 


a) Aus den Schiittelkulturen von Z. coli 0 111 und Str. bikiniensis wurden durch 
dreimaliges Waschen Suspensionen bereitet, in welchen die Zahl der Zellen bzw. 
Sporen mit physiologischer NaCl-Lésung auf 107/ml eingestellt wird. Der fragliche 
Strahlenschutzstoff wird im Verhiltnis 1:2 zugesetzt. Von diesen Gemischen werden 
je 0,3 ml in kleine Roéhrchen gegeben, die dann mit sterilem Paraffin bedeckt 
werden. In diesen kleinen Réhrchen wurde die Bestrahlung ausgefiihrt. Nach der 
Bestrahlung werden 10000 x Verdiinnungen hergestellt; hiervon wird je 0,1 ml 
zum Nihragar (H. coli) bzw. zur Stiirke und KNO, enthaltenden Nahrboden 
(Strept.) (KRAINSKY) zugesetzt. Die Platten werden bei 37° C iiber 24 Std baw. bei27°C 
3 Tage lang bebriitet; die Zahl der Kolonien wird hernach gezahlt. Unter diesen 
Bedingungen ergaben sich in den Kontroll-Kulturen etwa je 100 Kolonien. 

b) Die Bestrahlung wurde mit Siemens-Stabilivolt-Apparat bei 180 kV und 
12 mA ohne Filter ausgefiihrt. Focus-Objekt Distanz 6 cm. Die Praparate wurden 
einerseits mit absolut letalen r Dosen, anderseits mit r LD;, bestrahlt. Die absolut 
letalen und LD,, r Dosen von den Testmikroorganismen wurden in Vorversuchen 
bestimmt. 

c) ~Verwendete Strahlenschutzstoffe. 1. AET (Aminoithylisothiouronium 
HBr.); 2. Bacaptan (Mercaptoathylamin-HCl, Labaz); 3. Cystein; 4. Dicaptol 
(Dimercaptopropanol, Chinoin) (HOLLAENDER et al. 1951); 5. Glutathion (Parr 
et al. 1951); 6. HCT (Homocysteinthiolacton-HCl. Nordmark W.); 7. Methionin 
(Patt et al. 1951); 8. Adrenalin (Bacg et al. 1952a); 9. Chlorpromasin (HaLry 
et al. 1955); 10. Histamin (Bacg et al. 1952b); 11 MSD (Malonsiuredinitril) 
(PxuzaK et al. 1958); 12. Methylenblau; 13. Natrium nitrosum (CoLsz et al. 1953); 14. 
Noradrenalin (Bacg et al. 1952a); 15. Reserpin (MELCHING et al. 1957); 16. Sero- 
tonin (ALEXANDER et al. 1955). 


Ergebnisse 


Im ersten Teil unserer Versuche muBten wir die Empfindlichkeit der 
Methodik feststellen. Deshalb haben wir die Strahlenschutzwirkung der 


Tabelle 1. Die Strahlenschutzwirkung der dret bekanntesten Radioprotektoren in Dosen 
von 1—100 yg 


°/, Uberlebende nach absolut °/, Uberlebende nach LD,, 
letalen r-Dosen r-Dosen 


Radio-Protektoren 


Coli BO111 | Str, bikiniensis Coli B 0111 Str. bikiniensis 

Physiologisches NaCl 0 0 50 50 
1 ug 8 6 60 58 

Cystein 10 ug 18 15 70 68 
100 ug 25 20 78 60 

1 ug 12 10 65 62 

Cysteamin 10 ug 20 18 75 71 
100 ug 65 45 99 68 

1 ug 7 10 60 62 

AET 10 ug 15 18 65 72 
100 ug 50 45 95 66 


drei bekanntesten Radioprotektoren (Cystein, Cysteamin und AET) bei 
Dosen von 1, 10, 100 ug gepriift. Als Kontrolle wurde physiologische 
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NaCl-Lésung verwendet, wobei die Zahl der iiberlebenden Zellen von 
beiden Mikroorganismen nach Bestrahlung mit der absolut letalen Dose O, 
mit LD; r 50°/, war. 

Aus Tab. 1 ersehen wir, da die drei untersuchten Stoffe den beiden 
Stémmen einen Strahlenschutz verleihen. Mit ihrer Hilfe haben wir 
nach LD;, r-Bestrahlung ein Uberleben der Zellen zu 78, 99, 95 bzw. 
68, 71 72°/, erreicht. Bei der absolut letalen Dose haben wir keinen 
gleichstarken Schutzgrad erreicht; der Schutz betragt nur 25, 65, 50 


Tabelle 2. Vergleichende Untersuchungen der Radioprotektoren 


o/, Uberlebende nach LD,» 
r-Dosen 


®/, Uberlebende nach absolut 
let. r-Dosen 


Radioprotektoren 


com, st ge nl ERA STE Sa epee TT cr 
Phys. NaCl OF 0 ORO 50 50 50 50 
Cystein 20 15 18 25 75 58 74 65 
Cysteamin 21 67 19 47 TI 99 72 68 
Be Homocystein- 
aS) Thiolacton ATP 15 165510 72 58 64 63 
cf Glutathion 19 46 16 32 70 98 66 39 
= | Methionin 0 0 0 0 50 50 50 48 
Dicaptol 0 15 10 41 55 95 62 99 
AKT 18 55 22 50 68 96 75 62 
x Serotonin 8 20 6 6 58 75 56 62 
& Adrenalin OF 0 OO 56 62 0 O 
5 Noradrenalin 0 O Le 65 68 62 0 
Histamin OP -20 12 34 50 50 65 78 
Reserpin 6 15 ils 60 82 62 75 
5 Chlorpromasin oF 0 Oe 50 42 50 42 
eg Na. Nitrosum O° 0 90 52 86 50 70 
<q MSD 12 43 (au ah 65 80 55 60 
Methylenblau OO OW 50 40 50 42 


bzw. 20, 45, 459/,. Auf Streptomyces bikiniensis Sporen iiben alle drei 
Wirkstoffe in 100 ug Dosierung eine toxische Wirkung aus, auf Z. coli 
nur Cystein-HCl. Daher ist bei diesen Dosierungen die Zahl der tiber- 
lebenden Zellen geringer. Diese Beobachtung wurde durch erganzende 
toxikologische Experimente bestatigt. 

Bei den ausgefiihrten Versuchen haben wir festgestellt, daB die drei 
bekannten Strahlenschutzstoffe schon in einer Konzentration. von. 10 bis 
100 wg auf unsere Testmikroorganismen eine protektive Wirkung ent- 
falten. Dieser Befund ist deshalb wichtig, weil ahnliche Konzentrationen 
auch bei jenen Radioprotektoren méglich sind, die in Fermentsaften 


der verschiedenen Streptomyceten sich bilden. 
Q* 
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Wir haben weiterhin untersucht, zu welchem Typus die Radio- 
protektoren — die auf diese Mikroorganismen wirksamen — gehoren. 
Wir haben zu diesem Zwecke die Wirkung von 16 auf Saugetiere wirk- 
samen Strahlenschutzstoffen in aquimolarer Konzentration (10-7 M, 


Tabelle 3. Die Strahlenschutzwirkung der Fermentsdfte von Streptomyceten 


°/, Uberlebende nach absolut let. 


°/, Uberlebende nach LD,» 


Streptomyces t-Dosen r-Dosen 
i Coli B 0111 Str. bikiniensis Coli B 0111 Str. bikiniensis 
3 0 0 50 50 
6 0 0 50 50 
9 0 0 50 50 
10 0 0 49 49 
15 0 0 30 50 
Ewa bys 10 0 65 55 
20 0 0 44 49 
25 0 0 50 49 
28 0 0 38 50 
31 0 ) 49 50 
36 0 0 50 49 
38 0 0 50 50 
42 0 0 49 50 
1518 0 0 50 49 
1538 0 0 50 50 
1919 0 0 20 50 
1929 0 0 50 49 
1931 0 0 50 50 
1944 0 0 49 49 
1995 0 0 50 50 
2259 0 0 50 50 
2351 0 0 50 50 
2353 15 15 70 68 
2355 0 0 30 50 
2359 0 0 50 50 
2360 0 0 49 49 
2361 0 0 50 50 
2362 0 0 50 50 
2364 0 0 50 50 
2371 0 0 49 49 
2379 0 0 50 50 
2381 0 0 50 50 
2382 0 0 50 50 
2390 0 0 49 49 
2396 0 0 50 50 
2400 0 0 50 50 
2407 0 0 50 50 
2408 0 0 50 50 
2432 0 0 50 50 
2433 0 0 50 50 
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10° m) gepriift, welche in drei Typen geteilt werden kénnen: a) SH- 
Substanzen, b) Amine, c) Sonstige Stoffe. 

Hs ist aus Tab. 2 zu entnehmen, da8 am stiarksten schiitzend die 
SH-Stoffe auf Coli 0 111 und auf Str. bikiniensis wirken. AuBer dem 
friiher erwahnten Cystein, Cysteamin und AET sind Glutathion, HCT 
und Dicaptol am wirksamsten. Es ist noch zu bemerken, dak die Lésun- 
gen des HCT und AKT vor der Verwendung auf py 6 bzw. pu 7,6 ein- 
gestellt wurden (Hany et al. 1955; Kocn et al. 1957). Unter den zu 
den anderen chemischen und wahrscheinlich auch pharmakologischen 
Gruppen gehorenden Stoffen wirken: Serotonin, Reserpin und NaNO, 
auf beide Stamme. Es besteht kein Parallelismus in der Wirkung des 
Malonsauredinitrils und Histamins; das MSD wirkt nur auf Coli 0 111 
und das Histamin nur auf Str. bikiniensis. 

Auf Grund der besprochenen Versuche ist unsere Methodik geeignet, 
die auf unbekannte Weise wirkenden Fermentsafte in bezug auf ihren 
Strahlenschutzeffekt zu priifen. AnschlieBend haben wir die radio- 
protektive Wirkung des Fermentsaftes von 40 verschiedenen Strepto- 
myces-Kulturen nach Filtrierung mit Bakterienfilter Jena G-5 unter- 
sucht. Die Streptomyces-Stamme sind einerseits Typenkulturen, anderer- 
seits wurden sie aus unseren eigenen Sammlungen entnommen. Von den 
letzterwahnten haben wir 20 Stémme aus radioaktivem Boden im Uran- 
bergwerk kultiviert. Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. Aus ihr ersehen wir, 
daB unter den 40 Fermentsaften sich zwei aktiv verhielten. Der eine 
wirkte auf beide Mikroorganismen, der andere nur auf FH. coli 0 111. 
Einer der beiden Stéamme stammt aus radioaktivem, der andere aus in- 
aktivem Boden. 

Diskussion 

Wir waren bestrebt, eine routinemaBig verwendbare Methodik aus- 
zuarbeiten, mit deren Hilfe der Nachweis von eventuellen radioprotek- 
tiven Substanzen in Streptomyces-Fermentsaften méglich ist. Zu diesem 
Zweck erwiesen sich die verwendeten Mikroorganismen als geeignet, da 
die bekannten Radioprotektoren sich an ihnen in einer Konzentration 
als protektiv gezeigt haben, die auch in den nativen Fermentsaften vor- 
liegen kann. Es ist interessant, da kein groBerer Unterschied im 
Strahlenschutzeffekt an vegetativen (H. coli) und sporenfiihrenden (Sér. 
bikiniensis) Formen besteht, obgleich ihre Permeabilitatsverhaltnisse 
sich wesentlich unterscheiden. Infolge des Unterschiedes der Permeabili- 
tiit ist die zur protektiven Wirkung ndétige intracellulére Konzentration 
der Wirkstoffe in den vegetativen Formen theoretisch leichter zu er- 
reichen, wodurch sich eine groBere Strahlenschutzwirkung an £. coli 
ergeben sollte. Im Vergleich zu den bisher verwendeten Mikroorganismen- 
proben bietet diese Methode den Vorteil, daB die Klone auf festem 
Nahrboden der Verdiinnung gemaB isoliert erscheinen. 
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Bei Verwendung eines fliissigen Néahrbodens kann es nicht ent- 
schieden werden, ob das Wachstum auf Vermehrung der infolge ihrer 
Radioresistenz iiberlebenden Zellen wahrend der Inkubation oder auf 
die radioprotektive Wirkung zuriickzufiihren ist; im Gegensatz hierzu 
erlaubt unsere Methodik diesbeziiglich eine klare Unterscheidung. 

Bei den verwendeten Mikroorganismen haben wir mit AET (Hot- 
LAENDER 1957) und HCT eine deutliche Wirkung erhalten, aber die 
Lésungen wurden — wie erwahnt — 1/, Std vor der Verwendung auf 
den entsprechenden py-Wert eingestellt; so war die intramolekulare Um- 
bildung der beiden Stoffe in aktive Formen méglich. 


NH 5 NH 
H,N—CH,—CH,—S cg Vee 


ee NH, NH, 


Sc_NH—CH,—CH,—SH 
MEG 


S—CH,-CH,-CH-NH, PH#%°, us cH,—cH,—CH—COOH 


le O es «-Homocystein 
HCT a 


Auf Grund der Versuche unterliegt die Empfindlichkeit der Methode 
keinem Zweifel. Es ist aber fraglich, ob mit Hilfe des Testes Stoffe aus- 
gewahlt werden kénnen, die auch bei Sdugetieren radioprotektiv sind. 
Unter den Streptomyceten haben wir insbesonder die radioprotektive 
Wirkung der Fermentsafte solcher Stémme untersucht, die aus radio- 
aktiven Béden stammen. Nach der Untersuchung von 40 Ferment- 
saften scheint es, daB die Bildung der radioprotektiven Stoffe in Ferment- 
siften der Streptomyceten nicht so sehr mit einem adaptiven Mechanis- 
mus, sondern eben mit den metabolischen Kigenschaften zusammenhingt, 
wenn es tiberhaupt méglich ist, einen SchluB aus der Untersuchung so 
weniger Stémme zu ziehen. 


Zusammenfassung 

1. Zum Nachweis von biologischen radioprotektiven Substanzen 
wurde eine mikrobiologische Screening-Methode ausgearbeitet. 

2. Bei diesen Untersuchungen wurden Escherichia coli 0111 und 
Streptomyces bikiniensis als Testorganismen verwendet. 

3. Die Empfindlichkeit des Tests wurde mit Dosen von 1, 10, 100 ug 
der bekannten Radioprotektoren kontrolliert. 

4. Unter den in aquimolaren Dosen verglichenen Protektoren er- 
wiesen sich die SH-Stoffe an beiden Mikroorganismen am wirksamsten. 


5. Unter 40 unbekannten Streptomyces-Fermentsaften fanden wir 
zwei wirksame. 
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Der Phosphorstoffwechsel von Saccharomyces cerevisiae 
in Abhingigkeit von intra- und extracellularer 
Phosphatkonzentration* 
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(Eingegangen am 5. April 1961) 


Ein GroBteil der Untersuchungen iiber den Phosphorstoffwechsel bei 
Hefen ist an Phosphormangelzellen durchgefiihrt worden. Die Phosphat- 
verarmung bedeutet eine eingreifende Verainderung des innercellularen 
FlieBgleichgewichtes im Phosphatumsatz. Bei Zugabe von Phosphat zu 
P-verarmten Zellen wird erneut eine in diesem Mangelzustand erreichte 
Gleichgewichtslage stark beeinfluBt. Eine solche Gleichgewichtsstorung 
fiihrt zweifellos dazu, daB eine Reihe von Prozessen gehemmt, andere da- 
gegen gefordert oder iiberhaupt erst angeregt werden. Eine stufenweise 
Steigerung der Hohe oder Dauer der Phosphatverarmung bzw. -zufuhr 
k6énnte einen unterschiedlichen Einflu8 auf diese Prozesse ausiiben. — 
Ein Beispiel fiir die Wirkung verschieden starker P-Verarmung von 
Hefezellen findet sich bei LonMAaNN u. LANGEN (1956) beziiglich der 
Synthese von hoch- und niederpolymeren Polyphosphaten. Aus der 
Gegeniiberstellung der Befunde an einerseits schwach, andererseits stark 
phosphatverarmten Hefekulturen konnten Folgerungen iiber die Bil- 
dungsweise der beiden Polyphosphatgruppen gezogen werden. — Der 
KinfluB steigender P-Konzentrationen im AuBenmedium ist an phosphat- 
armen Hefezellen von LINDEGREN (1951) untersucht worden, und zwar 
beziiglich des Umsatzes von Polyphosphaten im Hinblick auf Protein- 
synthese und Zunahme der Zellenzahl. Dabei wurde z.B. bei héheren 
P-Gaben nach einem ersten Anstieg und nachfolgendem Absinken der 
Polyphosphatmenge ein zweiter Anstieg festgestellt, der bei niedrigen 
Phosphatkonzentrationen nicht erfolgte. — Srtmonts u. EHRENBERG 
(1958) konnten zeigen, daB bei sehr niedrigem P-Gehalt im Naihrmedium 
phosphatverarmter Hefe andere Mengenverhiltnisse zwischen verschie- 
denen Phosphatfraktionen auftraten als bei héheren, gleichfalls bei unter- 
schiedlichen Verarmungszeiten. Die starke Beeinflussung der séiureunlés- 
lichen P-Verbindungen dabei lieS auf Grund des in den letzten Jahren 
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wiederholt gefundenen starken Hervortretens von Polyphosphaten unter 
ahnlichen Bedingungen vermuten, daB besonders die Bedeutung dieser 
Stoffgruppe durch eine genauere Analyse der oben erwahnten Gleich- 
gewichtsstérung deutlich werden wiirde. 


Methodik 
1. Hefekultur 


Fiir die Versuche wurde eine Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae benutzt, 
die aus PreBhefe als Einzellkultur gewonnen worden war. 400 ml der bei Stmonts u. 
EXRRENBERG (1957) beschriebenen vollstindigen Nahrlésung wurden fiir jeden Ver- 
such aus der Stammkultur angeimpft und 48 Std bei 26°C unter lebhafter Beliiftung 
mittels vorgereinigter und entkeimter Luft kultiviert. Am Ende dieser Zeit betrug 
das Trockengewicht in der Kultur 2,5—3,0 mg/ml. Fiir die P-Verarmung wurde ein 
Teil der abzentrifugierten Hefe in die ebenfalls in der genannten Arbeit angegebene 
phosphatfreie Nahrlosung iiberfiihrt, die dann eine Konzentration von etwa 1 mg 
Trockengewicht/ml besaB. 

Bei den Versuchen mit vorhergegangener 48stiindiger P-Verarmung wurde die 
gut durchliiftete Kultur 12 Std vor Versuchsbeginn durch Zugabe einer entsprechen- 
den Menge phosphatfreier Nahrlésung auf eine Konzentration gebracht, bei der 
nach weiteren 12 Std Kultivierung, also bei Beginn des Versuches, eine Hefe- 
suspension von 1,5—2,0 mg Trockengewicht/ml vorlag. 

Bei der Bestimmung der Zellenzahl wurde das Zahlverfahren in der Thoma’schen 
Kammer benutzt. 

Fiir die Untersuchung des Effektes der P-Verarmung auf die verschiedenen 
P-Fraktionen in der Zelle (Ergebnisse Kap.a) wurden von der entsprechenden Hefe- 
kultur Proben in den bei den Versuchen angegebenen Zeitabstanden entnommen, 
die jeweils einem Trockengewicht an Hefe von 100—120 mg entsprachen. Die auf 
einem Stefi-Filtrationsgerat (Membranfiltergesellschaft, Gottingen) auf Blauband- 
filtern (S. u. 8. Nr. 589%) abfiltrierten und mit destilliertem Wasser nachgewaschenen 
Hefezellen wurden nach Abtétung mit Trichloressigsiure (TES) in der unten be- 
schriebenen Weise extrahiert. Die Bestimmung des Trockengewichtes geschah 
gesondert an 10 ml der Hefesuspension auf vorgewogenen Filtern. 

In den Versuchen mit Zusatz von P??-markiertem KH,PO, zu P-verarmten Hefe- 
zellen (Ergebnisse Kap.b und c) wurden der Kultur je Ansatz 10 ml Suspension ent- 
nommen, im InkubationsgefaB mit 5 ml der P*?-markierten Phosphatlésung fiir die 
Dauer der in den Versuchen angegebenen Inkubationszeit gut durchliiftet und da- 
nach wie oben abfiltriert usw. 

Bei der Bestimmung der Zeitkurven kam gegebenenfalls eine andere Methode 
zur Anwendung, d.h. von einer dem Umfang der Versuchsserie entsprechenden 
Menge an Hefekulturlésung, die mit einer im jeweiligen Versuch bezeichneten Kon- 
zentration an P®?-markierter KH,PO,-Lésung versehen war, wurden nach Zugabe 
der Phosphatlésung in den angegebenen Zeitabstaénden 15 ml abgenommen und 
diese wie oben weiterverarbeitet. Bei sehr kurzen Inkubationszeiten war dieses Ver- 
fahren jedoch wegen des eine gewisse Zeit beanspruchenden Abmessens der 15 ml 


nicht anwendbar. 
2. Analytische Methoden 


Extraktion: Die saureléslichen Phosphate wurden einmal 30 min und dreimal 
je 20 min mit 2,5°/,iger Trichloressigsaure bei 0°C extrahiert und die Extrakte sofort 
neutralisiert. In den vereinigten Extrakten erfolgte die Bestimmung des Ortho- 
phosphats nach der Methode von LOHMANN u. JENDRASSIK (1926), jedoch mit dem 
von Mixier (1936) als Reduktionsmittel vorgeschlagenen 2,4-Diamidophenolchlor- 
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hydrat (,,Amidol‘‘). — Nach feuchter Veraschung eines aliquoten Teiles des Extrak- 
tes mit konzentrierter H,SO, und 30°/,igem H,O, konnte das gesamte TES-lésliche 
Phosphat kolorimetrisch bestimmt und nach Abzug des direkt gemessenen Ortho- 
phosphates die restlichen TES-léslichen P-Verbindungen (im folgenden mit ,,TES- 
lésliches P‘‘ bezeichnet) ermittelt werden. Von diesen wurde eine weitere Gruppe als 
,,.7 Minuten-Phosphat“ (,,7 min-P“) abgetrennt, d.h. die nach 7 min in 1n HCl 
hydrolysierten Phosphatverbindungen (4?) abziiglich dem zwischen 7 und 30 min 
hydrolysierten Phosphat (4%). Diese Korrektur schlieSt das bei 7 min teilweise 
hydrolysierte Fructose-1,6-diphosphat aus (LOHMANN u. LANGEN 1956). Das 7 min-P 
umschlieBt danach vor allem etwaiges ATP, Glucose-1-phosphat und niederpoly- 
mere Polyphosphate. 


Bei der Fraktionierung der TES-unléslichen Phosphate wurde im wesentlichen 
nach dem von LANGEN u. Liss (1958a) angegebenen Extraktionsschema vorgegan- 
gen. — Extrakte aus Hefekonzentrationen, wie sie die genannten Autoren verwen- 
deten, wurden zunachst mit denen aus den wesentlich geringeren Hefemengen der 
hier zu beschreibenden Versuche verglichen. Dabei erwies sich zur Bestimmung der 
Polyphosphate (,,Poly-P*‘) in den einzelnen Fraktionen die Bariumfallung bei allen 
angewandten Bariumkonzentrationen als ungeeignet, weil sie wegen der geringen 
Phosphatkonzentrationen unvollstandig verlief. KanrwassER u. SCHLEGEL (1959) 
stellten bei Untersuchungen mit kleinen Bakterienmengen dasselbe fest. Dem- 
gegentiber erbrachte die Hydrolyse in 1 n HCl befriedigende Ergebnisse und wurde 
daher ausschlieBlich benutzt. 


Eine Lipoid-Extraktion wurde in den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen 
nicht durchgefiihrt, nachdem sich gezeigt hatte, daB der Gehalt an Lipoid-P nur 
0,5—0,8°/, des Gesamt-Phosphates betrug und keine durch die Versuchsbedingun- 
gen verursachten Veranderungen festgestellt werden konnten. Darum schlossen sich 
unmittelbar an die Behandlung mit TES 1. die NaClO,-Extraktion (= II. Extrakt), 
2. diejenige mittels verdiinnter NaOH bei py 9—10 und 0°C (= III. Extrakt) und 
3. eine Extraktion mit 1n NaOH, ebenfalls bei 0°C (= IV. Extrakt) an, alle Extrak- 
tionen im wesentlichen in der von LANGEN u. Liss (1958 a) angegebenen Weise unter 
Angleichung des Volumens der Extraktionslésung an die vorliegende Hefemenge. 
Mit aliquoten Teilen der neutralisierten Extrakte erfolgte — wie im TES-Extrakt — 
die fraktionierte Hydrolyse und mit einem weiteren Teil die feuchte Veraschung 
zwecks Bestimmung des Gesamt-P. Die fraktionierte Hydrolyse ermdéglicht die 
Unterscheidung von hochpolymeren Poly-P und Nucleinsaéuren (NS) in dem betref- 
fenden Extrakt, da analog dem Verhalten der Fructosediphosphorsaure bei A? genau 
so viele NS hydrolysiert werden wie bei A*?, waihrend die gesamten Poly-P nach 4? 
hydrolysiert sind (s. W1ampE 1949; LoHmMANN u. LanGEen 1956; LANGEN u. Liss 
1958a). Die Poly-P des II. Extraktes werden im folgenden als Poly-P I, die des 
IIT. und IV. Extraktes als Poly-P IIT bezeichnet. 


In dem verbleibenden Riickstand wurde nach feuchter Veraschung schlieBlich 
die Menge ungelést gebliebener Phosphate, bei denen es sich um Phosphoproteine 
und gegebenenfalls um eine von LANGEN u. Liss (1958a und b) gefundene weitere 
Poly-P-Fraktion handelt, bestimmt. Dieses P aus dem Riickstand wird im weiteren 
mit ,,Rest-P‘* bezeichnet. 

Bei den Markierungsversuchen mittels P®? wurde die Aktivitit des ortho-P®2 
neben anderen P*?-markierten Verbindungen auf indirekte Weise als Differenz- 
bestimmung aus Gesamt-Aktivitét der Lésung und der nach P-Fallung mit 
Magnesiamixtur im Filtrat verbleibenden Aktivitit ermittelt. Die notwendige Zugabe 
von Trager-P vor der Fallung war auf Grund entsprechender Versuche beziiglich 
der Konzentration so bemessen, da ein Fehler durch unvollstaindige Fallung einer- 
seits und durch Copricipitation andererseits ausgeschaltet werden konnte. 
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Ergebnisse 

a) HinfluB der Phosphatverarmung auf den P-Gehalt verschie- 
dener Verbindungen in der Zelle und ihre relative Verteilung 

Werden normal mit Phosphat versorgte Hefezellen in ein P-freies 
Medium iibertragen, dann findet gleich in den ersten 60 min ein Abfall des 
gesamten P-Gehaltes — bezogen auf das Trockengewicht — um durch- 
schnittlich 10°/, statt. Nach 10 Std Verarmung betragt der Phosphat- 
gehalt der Zelle nur noch 50—60°/, der Ausgangsmenge (Durchschnitt 
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Abb.1. Veriinderungen des Gehalts verschiedener P-Fraktionen wahrend der P-Verarmung. P-Gehalt 
bezogen auf das Hefetrockengewicht. 0 o ortho-P;9 O THS-lésliches P; x me 


NS; ¥. y Poly-P; «4 A Rest-P 
Abb.2. Veranderungen des Gehalts verschiedener P-Fraktionen wihrend der P-Verarmung. P-Gehalt 
bezogen auf das Hefetrockengewicht. o——-—o TES-ldsliches stabiles P; m———B# 7 min-P; 
e e Poly-PI; + + Poly-P II 


aus sieben Versuchen: 56°/,). Demgegeniiber hat eine weitere P-Ver- 
armung sehr viel geringeren Effekt, z.B. sank der Phosphatgehalt nach 
insgesamt 24stiindigem P-Hunger auf 43°/,, nach 48stiindigem auf 36°/, 
des Anfangswertes ab. In den einzelnen Phosphatverbindungen wirkt 
sich der P-Mangel sehr unterschiedlich aus. In Abb.1 ist der Verlauf der 
Phosphatabnahme in verschiedenen P-Fraktionen wiedergegeben und in 
Tab.1 deren prozentualer Abfall. Der Verarmungseffekt betrifft danach 
quantitativ in den ersten 10 Std am meisten die TES-unléslichen Poly- 
phosphate und die Nucleinsaéuren, dann folgen TES-lésliche Phosphate 
und Orthophosphat. Der Beginn der Verarmung fallt besonders durch den 
steilen Abfall im Orthophosphat innerhalb der ersten 40 min auf. Das 
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Absinken der Polyphosphatfraktion geht — wie Abb. 2 deutlich macht —, 
vor allem auf den starken Abbau der Poly-P aus Extrakt II (Poly-P I) 
zuriick. Die Abtrennung des 7 min-P von den TES-léslichen Phosphaten, 
die ebenfalls in Abb. 2 wiedergegeben ist, zeigt, daB hier das 7-min-P den 
Hauptanteil an der Abnahme innerhalb der TES-léslichen Phosphate 
hat, waihrend bei den stabilen Phosphaten dieser Fraktion der starke 
Riickgang in den ersten 11/, Std der Verarmung bemerkenswert ist. 
Zwischen 25 und 49 Std findet nur noch eine relativ geringfiigige Abnahme 
in allen Fraktionen statt. 


Der prozentuale Abfall ist bei Beginn der Verarmung am steilsten bei ortho-P 
und den TES-léslichen Phosphaten, doch haben nach 4 Std auch die hochpoly- 


Tabelle 1. Prozentualer Abfall im Gehalt der P-Fraktionen im Verlauf der 
P-Verarmung 


=| Ly R Ay ey 8 
S ~ Ba Pu Ss = Ay om 2 =| 
eg | eget Bo lmme ied So Ga hae ieee 
Fy & S a Sees a z mA 5 
S IS, Ea aes | & Zz 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
40min| 88,7 | 64,8} 84,0 | 89,0| 78,6 | 93,0} 91,0] 91,9 | 94,6 93,5 


ale 80,0 | 66,5 | 75,8 | 80,0 | 70,7 | 82,6 | 81,5 | 85,5 | 84,8 79,6 
71,54 61,5.) (68;de)e 6155 |1°7733 || 73,5 |) 68,000 70.5 |) 77,2 77,0 

10 51,5 | 51,6 | 47,0 | 29,5 | 69,3 | 52,0] 38,3 | 26,6 | 59,5 | 66,2 
25 40,3 | 24,8 | 22,9 8,4 | 41,3 | 46,0} 29,3 | 12,9 | 55,0] 61,2 
49 36,0 | 14,9 9,4 0,0 | 21,4 | 44,0 | 27,4) 11,5] 54,6] 56,5 


meren Poly-P ungefahr den gleichen prozentualen Abfall erreicht. Nach 10 Std 
sind sie bereits auf 38,3°/) abgesunken, wohingegen der Gehalt an ortho-P zu diesem 
Zeitpunkt noch 51,6°/, seines Ausgangswertes betraigt. Etwa parallel zu dem rela- 
tiven Absinken der Poly-P verliuft dasjenige des 7 min-P aus dem TES-Extrakt. 
Nach 49stiindigem P-Hunger haben die hochpolymeren Polyphosphate und die 
TES-léslichen Phosphate nur noch 27°/, und weniger, die Nucleinséiuren und das 
Rest-P aber noch gut die Halfte (54,6 bzw. 56,5°/,) ihres Anfangsgehaltes. Das Ver- 
haltnis der TES-léslichen zu den TES-unléslichen Verbindungen hat sich vom 
Verarmungsbeginn bis zum Ende der Untersuchung, d.h. innerhalb des Zeitraumes 
von 49 Std von 24:76 auf 8:92 verschoben. 


Beziehen wir die gefundenen Werte anstatt auf das Trockengewicht 
auf den P-Gehalt je Hefezelle, so zeigt sich im wesentlichen das gleiche 
Bild (siehe Abb.3). Die Erklirung sowohl hierfiir als auch fiir die Tat- 
sache, dafs die geschilderten Verdénderungen im Gehalt der einzelnen 
Phosphatfraktionen sich besonders in den ersten 10 Std vollziehen, ergibt 
sich aus dem Verlauf des Hefewachstums in der P-freien Nahrlésung. In 
Abb.4 ist (in logarithmischem Ma8stab) sowohl die Trockengewichts- 


zunahme als auch der Anstieg der Zellzahl in 1 ml der Kulturlosung auf- 
getragen: 
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1. Die beiden Kurven gehen — mindestens bis zu 25 Std P-Hunger — 
annahernd parallel, d.h. das Trockengewicht der einzelnen Zelle ver- 
andert sich nicht wesentlich. 

2. Zu Beginn der Verarmung — bis zu 6 Std — verlauft das Wachstum 
exponential, wird dann aber bis zu 25 Std und noch mehr bis zu 49 Std 
sehr viel langsamer. Die starken Veranderungen im Phosphatgehalt der 
verschiedenen P-Fraktionen innerhalb der ersten 10 Std lassen sich also 
aus dem in diesem Zeitraum relativ besonders intensiven Wachstum 
erklaren, wobei das Nachlassen der Wachstumsintensitaét bereits nach 

6 Std auch aus den Phosphatkurven 
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Abb.3. Verinderungen des Gehalts verschiedener P-Fraktionen wahrend der P-Verarmung. P-Gehalt 
bezogen auf die Hefezelle. o © ortho-P; a o TES-l6sliches P; x x NSE 
y y Poly-P; a 4 Rest-P 


Abb. 4. Wachstum und Zeliteilung im Verlauf der P-Verarmung 


Die Tatsache, daB der Abfall im P-Gehalt der verschiedenen Frak- 
tionen — bezogen auf das Trockengewicht — nicht bei allen gleichartig 
geschieht und sie bei der Verdoppelung des Trockengewichtes nicht alle 
auf 50°/, des Ausgangswertes abgesunken sind, la8t folgendes vermuten: 
Gewisse Verbindungen werdenauf Kosten vonanderen, zum Teil vielleicht 
als Depotsubstanzen vorliegenden aufgebaut, solche Depotsubstanzen 
daher beschleunigt gegeniiber den ersteren abgebaut, so daB also im 
Zuge der Verarmung der Zelle an Phosphat ein Umbau innerhalb der 
anfangs vorliegenden P-Verbindungen erfolgt. Hinweise itber den Ablauf 
derartiger Umlagerungen kénnen bereits sowohl durch den Kurven- 
verlauf der Phosphatfraktionen in den Abb. 1 und 2 als auch durch ihren 
prozentualen Abfall gegeben werden. 

Quantitative Aussagen lassen sich aber dariiber machen, wenn wir als 
BezugsgroBe fiir die gefundenen Werte ein bestimmtes Volumen der 

‘Kultur und nicht wie bisher die Trockengewichtseinheit (bzw. die Zelle) 
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benutzen. Damit wird jeweils auf die gesamte, aus den anfangs vorhan- 
denen Zellen hervorgegangene Zellsubstanz je Kulturvolumen bezogen. 
Innerhalb dieser Einheit bleibt der Phosphatgehalt konstant, da wahrend 


des untersuchten Zeitraumes 
kein Phosphat in meBbaren 
Mengen in das Nahrmedium 
abgegeben wird (siehe hierzu 
auch ZETTERSTROM u. Mitarb., 
8. 115). Die aus dieser Berech- 
nung resultierenden Werte sind 
in den Abb.5, 6a und 6b dar- 
gestellt. 

Abb.5 zeigt die Verteilung 
des Gesamt-Phosphates auf 
ortho-P; die iibrigen TES-lés- 
lichen und die TES-unléslichen 
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Abb.5. Umlagerungen innerhalb der P- 
Fraktionen im Verlauf der P-Verarmung. 
P-Gehalt bezogen auf das Kulturvolumen. 
fe) -O ortho-P; a Oo TES- 
lésliches P; 4 —4 TES-unldsliches P 
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Abb.6a. Umlagerungen innerhalb der P-Fraktionen 
im Verlauf der P-Verarmung. P-Gehalt bezogen 


auf das Kulturvolumen. ° —o ortho-P; 
o———o TES-lésliches stabiles P ; s———# 7min- 
Bro x NS; v y Poly-P; 
A 4 Rest-P 
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Abb.6b. Umlagerungen innerhalb der P-Fraktionen 

im Verlauf der P-Verarmung. P-Gehalt bezogen 

auf das Kulturvolumen. e e Poly-P I; 
=e + Poly-P II 


Phosphate im Verlauf von 49stiindiger Verarmung. Dabei wird deutlich, 
da wahrend dieser Zeit unlésliche Phosphate auf Kosten der léslichen 
(einschlieBlich des ortho-P) aufgebaut werden, woraus sich die oben 
(S. 130) erwahnte Veranderung des Verhaltnisses der léslichen zu den un- 
loslichen Phosphaten zugunsten letzterer im Zuge des P-Mangels ergibt. 

Kine Aufteilung der Fraktionen, wie sie in Abb.6a und 6b wieder- 
gegeben ist, macht deutlich, daB auBer einem Ubergang von léslichen in 
unlésliche Verbindungen auch innerhalb der TES-unléslichen Phosphate 
Verschiebungen stattfinden. Das Anwachsen der unldslichen Fraktion 
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ist bedingt durch die Synthese von Nucleinsaéuren und Phosphoproteinen, 
wihrend die Gesamtmenge der Polyphosphate abnimmt. Im einzelnen 
zeigt sich aber (siehe Abb.6b), daB nur die Poly-P I abnehmen, wahrend 
der Gehalt an Poly-P II sogar von 4 Std an zunimmt. Unter den TES- 
léslichen Verbindungen ist es vor allem das 7 min-P, welches absinkt. 
Hierbei handelt es sich wahrscheinlich vornehmlich um die in dieser 
Fraktion enthaltenen niederpolymeren Polyphosphate. Die stabilen 
TES-léslichen Phosphate nehmen relativ wenig ab. Deutlich wird auch 
bei dieser Darstellung der Befunde wieder, daB die Umlagerungen in den 
ersten 10 Std am intensivsten verlaufen. AuBerdem scheint der den 
ersten 10 Std folgende weitere Anstieg der Nucleinséuren nur noch auf 
Kosten von léslichen Phosphaten und von ortho-P zu erfolgen. 


b) HinfluB der Verarmungszeit auf Aufnahme und Hinbau von 
P®-markiertem Phosphat 

Die mengenmaBigen Veranderungen, die sich besonders in den ersten 

Stunden der P-Verarmung bei den verschiedenen P-haltigen Substanzen 

vollziehen, miissen sich auch auf die Hohe 

des Einbaues neu von auBen zugegebenen 


Phosphats auswirken, und die Frage ent- 

stand, inwieweit die Reihenfolge des Abbaues a 

bzw. der Abnahme der verschiedenen Phos- 

phatfraktionen sich gleichsinnig in einer S Alle 

bevorzugten P-Aufnahme in dieselben wider- - 

spiegeln wiirde und ob sich dabei Hinweise ~ 

iiber ihre Bedeutung im Stoffwechsel ergeben A | 

kénnten. 7 
Zunaichst wurde nahezu tragerfreies ra- ‘Ae / 

dioaktives Phosphat fiir die Untersuchungen j 

benutzt, und zwar auf Grund der Annahme, pi Boe Z j 

daB sehr geringe P-Gaben bei relativ kurz- 0 ty # Std 70 

ee . Eyed ame ns : EPA 
fristiger Inkubationszeit die giinstigsten Vor- yall ay et DOM eons 


aussetzungen dafiir schaffen wiirden, daB 
nur die Orte des gro8ten Bedarfs markiert 
wiirden oder doch jedenfalls starker als 
andere. Da sich der Phosphatmangel — wie 
beschrieben — am starksten in den ersten 
10 Std nach Ubertragung der Hefezellen in 
ein P-freies Medium auswirkt, wurde vor 
allem dieser Zeitraum untersucht. 


Fraktionen (ortho-P, TES-lésliches 
P und TES-unldésliches P) bei sehr 
niedriger P-Konzentration im Au- 
Benmedium in Abhiéingigkeit von 
der Verarmungszeit. Inkubations- 
zeit: 5 min, P-Konzentration: 
2,2-10-* wMol/ml (in Form von 
KH,PO,) markiert mit 2 uC P*?/ml. 
ortho-P; [__] TES-lésliches P; 
. @ TES-unlosliches P 


In dem in Abb.7 dargestellten Versuch wurden einer auf P-freie 
Nahrloésung gesetzten Hefekultur bei Beginn der Verarmung und in 
Abstanden von 1, 4 und 10 Std danach aliquote Teile entnommen und 
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5 min lang unter Zugabe von 2,2- 10-8 ~Mol P/ml (in Form von KH,PQ,), 
markiert mit 2 ~C P%2/ml, bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Abbil- 
dung zeigt die erhebliche Steigerung des P-Einbaues nach einstiindiger 
Verarmung auf ein Vielfaches der Ausgangswerte saémtlicher drei Frak- 
tionen: Orthophosphat, TES-lésliches und TES-unlésliches Phosphat, 
besonders aber der beiden ersteren. Im weiteren Verlauf der Verarmung 
wird keine nennenswerte zusatzliche Steigerung mehr erreicht, wenn auch 
natiirlich zufolge des absinkenden P-Gehaltes in den Fraktionen (durch 
die fortschreitende Verarmung) ihre spezifische Aktivitat ansteigt (siehe 
Tab.2, Versuch Nr. 1). Vom gesamten AuBen-P wurden trotz der geringen 


Tabelle 2. HinfluB der Verarmungszeit auf den P**-Einbau in verschiedene P-Frak- 
tionen nach 5 min Inkubation in Abhdngigkeit von der Verarmungszeit und der extra- 
celluléren P-Konzentration 


Extracellulare 


s P-Konzentration P-Ver- spezifische Aktivitait (Ipm/yP) 
ra armungszeit 
a spez. Akt. Std 
Si poll eh tomy? ortho-P TES-lisl. P| TES-unlisl. P 
1 2,2-10-3) 239000 0 130 35 5 
1 2580 990 35 
4 3410 1565 45 
10 4690 2550 70 
2 8,0- 10-2 6380 0 110 25 ri 
1 425 160 10 
2 830 390 25 
4 1320 830 105 
6 1450 990 160 
10 1680 1070 200 


Konzentration nur 76°/, wahrend der 5 min Inkubation aufgenommen, 
und mehr Phosphat gelangt — wie in Kapitel c der Ergebnisse noch zu 
zeigen sein wird — auch bei langerer Inkubationszeit nicht in die Zelle. 

Aus dem Versuch geht deutlich hervor, daB das zugesetzte Phosphat 
zunachst und vor allem in ortho-P und TES-lésliche Phosphate ein- 
gebaut wird. Das wiirde dem Ausmaf ihres anfinglichen prozentualen 
Absinkens (siehe Tab. 1) entsprechen. Die starken Verainderungen im un- 
léslichen Phosphat aber, die ja ebenfalls innerhalb des untersuchten Zeit- 
raumes ablaufen, treten nicht in gleichem Mae in Erscheinung. Sie wer- 
den jedoch deutlich, wenn der Versuch mit héherer Phosphatkonzen- 
tration im AuBenmedium wiederholt wird. So wurde in dem in Abb.8 
wiedergegebenen Versuch eine P-Konzentration von 8- 10-2 ~Mol/ml im 
AuBenmedium verwendet, wiederum als KH,PO, geboten und mit 2 uC 
P#/ml markiert. Nach 1 Std in P-freiem Medium zeigt sich zwar an- 
nahernd die gleiche prozentuale Verteilung auf die drei Fraktionen wie 
bei dem in Abb.7 dargestellten Versuch. Aber mit fortschreitender Ver- 
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armung wird der Anteil des TES-unléslichen P an dem insgesamt auf- 
genommenen Phosphat immer gré8er. Er steigt von 10°/, nach einstiin- 
diger Verarmung auf 34°/) nach weiteren 9 Std. Die anfangs bevorzugte 
Markierung des ortho-P entspricht wie im vorhergehenden Versuch 
(Abb.7) der in Tab.1 aufgefiihrten intensiven relativen Abnahme zu 
Beginn der Verarmung. Ahnliches gilt fiir die TES-léslichen Phosphate. 
Nach 10 Std P-Hunger verteilt sich das aufgenommene Phosphat auf die 
drei Fraktionen: ortho-P, TES-lésliches P und TES-unlésliches P in einem 
Verhaltnis von 39:27:34, das 
sich bei weiter andauernder Ver- 
armung bis zu 48 Std nicht mehr 
wesentlich verandert. 

Die Forderung des Aufbaues un- 
léslicher Phosphate bei héheren Phos- 
phatgaben gegentiber niedrigen zei- 
gen ebenfalls die Werte der spezi- 
fischen Aktivitat (Tab.2, Versuch 
Nr. 2) in ihrem Verhaltnis zu den 
Werten der beiden anderen Frak- 
tionen. Das wird besonders deutlich 
beim Vergleich mit dem entsprechen- 
den Verhaltnis der drei Fraktionen 
zueinander in Versuch 1 der Tab.2. P-Verarmung 

Ob die Hohe des Phosphat- i she: p-Konzontration im Aulenmedium In Ab- 
einbaues in die einzelnen Frak- hangigkeit von der Verarmungszeit. Inkubations- 
tionen nur die genaue Antwort 26% ee a ee pa aea 
auf das AusmaB ihrer Verarmung [_] TES-lisliches P; jj TES-unlésliches P 
darstellt oder aber noch andere 
Momente mitwirken, kann durch diese Versuche nicht geklirt werden. 
Fir die Erstmarkierung miiBte die Art der P-Aufnahme maSgebend 
sein. In der weiteren Markierung wird sich der Weg des Phosphats 
in die verschiedenen Stoffwechselprozesse geltend machen, die zum 
Wiederaufbau der infolge des P-Hungers reduzierten Verbindungen 
fiihren bzw. zum Aufbau solcher, die auf Grund des P-Mangels nicht syn- 
thetisiert werden konnten. Zur weiteren Klaérung wurde daher im folgen- 
den der P®2-Einbau in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in der mit 
P32_markiertem Phosphat versehenen Nahrlésung untersucht. 


c) Der zeitliche Verlauf des P®-Hinbaues in die verschiedenen 
P-Fraktionen bei phosphatverarmten Hefezellen in Abhaingig- 
keit von der Hohe der P-Zufuhr 

Fiir die hier zu beschreibenden Untersuchungen wurden die Hefe- 
kulturen 48 Std lang an Phosphat verarmt und anschlieBend fiir die ent- 
sprechenden Versuche benutzt. In dem so erhaltenen Status finden kaum 
noch Wachstums- und Zellteilungsvorgange statt (siehe Abb.4). Auf diese 
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Weise ist fiir die Dauer des Versuchs eine weitgehende Konstanz des 
erreichten Zellzustandes beziiglich des Verarmungsgrades gewahrleistet. 
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Abb.9. Der zeitliche Verlauf des P**-Hinbaues. A—E Zunehmende extracellulire P-Konzentration 
(siehe A—E in Tab.3). o © ortho-P; o O TES-lésliches P; 
A 4 TES-unlésliches P. Ende der P-Aufnahme: | 


In der in Abb.9 wiedergegebenen Versuchsreihe wurde die P®?-Markie- 
rung in drei Phosphatfraktionen (ortho-P, TES-lésliches P, TES-unlés- 
liches P) nach mehreren Zeitintervallen wahrend der Inkubation in 
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einem phosphathaltigen Medium bestimmt, und zwar bei fiinf verschiede- 
nen AuBen-P-Konzentrationen, deren Hohe und spezifische Aktivitat in, 
Tab.3 angegeben sind. Bei der niedrigsten P-Konzentration (Abb.9 A) 
ist die P-Aufnahme bereits nach 3 min abgeschlossen. Infolgedessen wer- 
den von diesem Zeitpunkt an reine Umlagerungsprozesse sichtbar: 
Zunachst wird Orthophosphat zum Aufbau von TES-léslichen und -un- 
léslichen Verbindungen verbraucht. Nach 10 min nimmt auch die Mar- 
kierung der léslichen Verbindungen ab. Es findet nur noch eine Zunahme 
unléslicher Phosphate 
statt, die bis zum Ver- 
suchsende (bei 90 min) 
anhalt. 

In den Abb.9B, C 
und D trittin steigendem 


Tabelle 3. Hatracelluldére P-Konzentration und 
P-Aufnahme in den Versuchen A—E der Abb.9 


P-Aufnahme 
nach 30 min Inkubation 


Extracellulaire 
P-Konzentration 


spezifische 
10“ zMol/ml) Aktivitiit 


Versuch 


oe 10-2uMol/mt 


Ma8e mit zunehmender Ipm/yP 

AuBen-P- Konzentration A 0,43 | 135000 50 0,22* 

der Aufbau unloslicher B 2,15 40000 60 1,3 * 

Phosphate egentiber g Bae ene pe ay 
coon Bee D 10,8 8000 68 7,8 * 

den léslichen in den Vor- E 43,0 2000 16 6,9 


dergrund. Das entspricht * Bei Verlangerung der Inkubationszeit keine 
den in Kapitelb darge- weitere P-Aufnahme. 


stellten Befunden. Der 

steile Anstieg des ortho-P in den ersten 3 min ist auch unter diesen 
Bedingungen, d.h. bei héheren P-Gaben, vorhanden, ebenso in B und C 
das Absinken ab 3min zugunsten der beiden anderen Fraktionen, 
dies allerdings nur bis zu dem Zeitpunkt, an dem die P-Aufnahme 
beendet ist, némlich bis zu 10 min Inkubation (Pfeil!). Hierauf erfolgt 
ein erneuter Anstieg, kaum merklich in B, aber deutlich in C und zwar nun 
auf Kosten unléslicher Phosphate, die nur bis zum Ende der P-Aufnahme 
zunehmen und dann stetig absinken. 

Bei gréBerem P-Angebot — in D — wird die P-Aufnahme bis zu einer 
Inkubationszeit von 30 min fortgesetzt, und so lange steigt auch die Kurve 
der unléslichen Phosphate weiter an. Danach beginnen diese wieder ab- 
zusinken, genau wie am Ende der P-Aufnahme in B und C. Die Kurve des 
ortho-P schlagt bei D nach dem anfanglichen steilen Anstieg nicht um, 
erfahrt aber eine starke Anstiegsverminderung, die ebenfalls auf ein ver- 
mehrtes AbflieBen von ortho-P in andere Fraktionen schlieBen 1a8t. Ein 
Absinken des ortho-P erfolgt wohl aus dem Grunde nicht, weil durch das 
erhéhte Angebot an Phosphat die Menge an zugefiihrtem ortho-P die- 
jenige an gleichzeitig weiter zu Phosphorylierungen verbrauchtem tiber- 
steigt. Fiir diese Annahme spricht auch die Erhéhung der spezifischen 
Aktivitaét bei 10 min Inkubation gegeniiber der bei 3 min. Ein verstéarkter 
Anstieg der ortho-P-Kurve, der dem oben beschriebenen Anstieg von 

10* 
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ortho-P in Versuch B und C nach dem Ende der P-Aufnahme entspricht, 
findet dann beim Abbau unléslicher Phosphate ab 30 min Inkubation 
statt. 


Der — wie bei A — auch bei B, C und D trotz weiterlaufender P-Aufnahme er- 
folgende Umschlag (bzw. der bei D stark verminderte Anstieg) nach 3 min Inkuba- 
tion ist sicher die Folge einer Uberkompensation der P-Aufnahme, wie sie ebenfalls 


Tabelle 4. Der zeitliche Verlauf des P®*-Einbaues bei verschiedenen extracelluldren 
P-Konzentrationen 


s Extracellulire Inku- spezifische Aktivitat (Ipm/yP) 
2 P-Konzentration | bationszeit 
rs uMol/ml in Minuten 
ortho-P TES-lésliches P | TES-unldésliches P 

A 0,43 - 10-7 3 23460 10900 150 

10 18300 12200 260 

- 30 15750 11600 425 

60 11850 10000 690 

90 10280 8750 795 

B 2,15 + 10-2 0,5 5110 915 20 

3 18200 2940 155 

10 16000 4300 640 

30 16000 5820 350 

C 5,0 - 10-4 53 20750 7100 1000 

10 18650 11650 2940 

30 20000 15900 2065 

D 10:8 1052 0,5 900 170 3 

3 3300 680 35 

10 3700 1180 535 

30 4510 1790 1220 

60 5400 2280 775 

E 43,0 - 10-2 3 625 145 10 

10 915 285 85 

30 1120 420 285 

60 1350 570 355 

90 1495 655 420 


fiir die Gesamt-P-Aufnahme von RavuTaANEN u. MigKULAINEN (1951) sowie WIN- 
DIScH u. Mitarb. (1960) nach P-Hunger berichtet wird. 

Die Kurven in Abb.9E endlich zeigen bis zu 30 min im wesentlichen 
das gleiche Verhalten wie bei D'. Nach 30 min aber erfolet — wenn auch 
mit geringer Anstiegsverminderung — eine weitere Zunahme der unlés- 


‘Um die Werte in D und E unmittelbar miteinander vergleichen zu kénnen, 
wurden diejenigen von E auf die spezifische Aktivitat des AuBen-P von Versuch D 
(siche Tab.3) umgerechnet nach der Formel: 
spez. Akt. aufBen bei D 
spez. Akt. auBen bei E 


Tpm (berechnet) == Tpmgemessen) 
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lichen Phosphate. Bis zum Versuchsende (bei 90 min) war die P-Auf- 
nahme noch nicht abgeschlossen ; sie betrug nach 30 min 16°/, des AuBen- 
P, wobei praktisch die gleiche Menge aufgenommen wurde wie bei 
68°/,iger, maximaler Aufnahme in D (siehe dazu Tab.3). Nach 90 min 
waren erst 30°/, des extracelluliren Phosphats aufgenommen, waihrend 
bei maximaler P-Aufnahme in den Versuchen A—D 50—68°/, des 
AuBen-P in die Zellen gelangten. 

Der annahernd gleich steil wie der des ortho-P verlaufende Anstieg der 
léslichen Phosphate bei niedrigsten P-Gaben (A) wird bei Erhéhung des 
AuSen-P immer starker reduziert, und zwar offensichtlich zugunsten des 
Aufbaues unléslicher P-Verbindungen. 


In den Kurven wurden die Impulszahlen der P??-Markierung benutzt. Die Werte 
der spezifischen Aktivitaét sind in Tab.4 aufgefiihrt. Ihre Zu- und Abnahme im 
Verlauf der Inkubation erfolgt gleichsinnig wie die der Impulswerte. Jedoch wird 
bei den Werten der spezifischen Aktivitaét nicht der bevorzugte Einbau in unlés- 
liche Phosphate sichtbar, da diese Verbindungen bereits vor der P-Zugabe mengen- 
maBig in der Zelle ein Vielfaches jeder einzelnen anderen P-Fraktion ausmachen 
(vgl. Abb.1), so daB das hinzukommende P stark in seiner P®?-Markierung verdiinnt 
wird. AuBerdem besteht die Méglichkeit, daB gewisse, in der Zelle an verschiedenen 
Orten lokalisierte Substanzen an einer Stelle schneller als an einer anderen in den 
neu eingeleiteten Phosphatumsatz einbezogen werden. Dabei kann dann an dem 
einen Ort hohe, am anderen niedrige Markierung ein und derselben Substanz 
erfolgen, aber nur die Resultante aus beiden wird gemessen (vgl. hierzu ahnliche 
Argumente bei Juni u. Mitarb.; Rorusterin; LANGEN u. Liss 1958a). Erschwerend 
bei der Beurteilung der spezifischen Aktivitét in dem besprochenen Beispiel ist 
auBerdem der Umstand, daB es sich — auBer bei der ortho-P-Fraktion — um Stoff- 
gemische handelt, die sicher aus Verbindungen sehr unterschiedlicher spezifischer 
Aktivitat bestehen. Dies wird in der nachsten Versuchsreihe deutlich, bei der eine 
weitere Aufteilung der Fraktionen vorgenommen wurde. 


Die in Abb.9 dargestellten Ergebnisse legten die Frage nahe, welche 
der Verbindungen, die in der TES-unl6éslichen Fraktion enthalten sind, 
die Umstimmung im Kurvenverlauf dieser Fraktion bei AbschluB der 
P-Aufnahme verursacht. Daher wurden die TES-unléslichen Phosphate 
in den im folgenden zu beschreibenden Versuchen auf Polyphosphate, 
Nucleinsaéuren und die im Rest-P gemeinsam bestimmten Phosphoproteine 
und restlichen Polyphosphate analysiert. AuBerdem wurde das 7 min-P 
der TES-léslichen Fraktion gemessen. 


In Versuch I (Abb. 10 und 11) hatte die Inkubationslésung eine P-Konzentration 
von 5- 10-3 wMol/ml, markiert mit 5 uC P%?/ml und damit eine spezifische Aktivitat 
von 533000 Ipm/yP. Die P-Konzentration entspricht etwa derjenigen von Versuch 
A, Abb.9. Versuch II (Abb. 10/11) gleicht im Ansatz dem Versuch C in Abb.9, d.h. 
die Inkubationslésung hatte einen P-Gehalt von 5-10? ~Mol/ml, markiert mit 
5 uC P®2/ml, wodurch eine spezifische Aktivitaét von 46600 Ipm/yP erreicht wurde. 
In Versuch III der Abb.10/11 lag die P-Konzentration im AuBenmedium mit 
5,7 - 10-2 1 Mol/ml etwas iiber derjenigen von Versuch IT (spez. Akt.: 46500 Ipm/yP). 
Die P-Aufnahme dauert hier bis zum Ende des Versuches (bei 30 min Inkubation) 
an. Da der extracellulire P-Gehalt noch erheblich unter demjenigen von Versuch D 
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der Abb.9 lag, und da bei dem letztgenannten Versuch die P-Aufnahme bei 30 min 
beendet war, ist mit Sicherheit anzunehmen, daf dies auch fiir Versuch III (Abb. 


Ca Si 00 Comin U0 3 70 20 min Va tiken 20min 3 
Ink ubationszZzelt 
Abb.10. Der zeitliche Verlauf des P**-Einbaues in TES-lisliche Phosphate: o ° ortho-P; 
o O TES-lésliches stabiles P; = 7 min-P. Ende der P-Aufnahme: | 
Extracellulire P-Konzentrationen bei I, Il und IIT: siehe Tab.6 
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Abb.11. Der zeitliche Verlauf des P**-Einbaues in TES-unldsliche Phosphate: e—-——e Poly-PI; 
-———+- Poly=P ITs. x NS; a 4 Rest-P. Sonst wie bei Abb. 10 


10/11) gilt. Die Zeitkurven der TES-léslichen Fraktionen sind aus Griinden der 


Ubersichtlichkeit in Abb.10, die der TES-unldslichen Verbindungen in Abb.11 
dargestellt. 


In Versuch I wird deutlich, daB der bei sehr niedrigem AuBen-P in 
in Abb.9A beobachtete Abfall im TES-léslichen P bald nach beendeter 
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Aufnahme allein dem Absinken des labilen Phosphats dieser Fraktion 
zuzuschreiben ist, wahrend das stabile P weiter, wenn auch geringfiigig, 
zunimmt. Bei Versuch II — also bei erhédhten P-Gaben — steigt das 
7 min-P zwar nach Ende der Aufnahme weiter an, erfahrt aber zu diesem 
Zeitpunkt (10 min Inkubation) eine Anstiegsverminderung und zwar die 
zweite, da eine soleche — dhnlich wie bei I — auch schon nach 3 min 
erfolgte. Dasselbe trifft fiir Versuch III zu, obwohl hier die P-Aufnahme 
auch noch nach 10min weiterlauft, allerdings deutlich verlangsamt 
(Gesamt-P*?-Gehalt bei 5 min = 24220 Ipm, bei 10 min = 40250 Ipm 
und bei 30 min eine weitere Zunahme nur noch auf 49830 Ipm). Uber- 
haupt ist die intensivste P-Aufnahme trotz des unterschiedlich hohen 
P-Angebotes und der verschieden langen Dauer der Aufnahme iiberein- 
stimmend in allen drei Versuchen in den ersten 3—5 min zu beobachten. 

Bei Betrachtung der TES-unléslichen P-Verbindungen (Abb. 11, 
I—ITI) zeigt sich nun folgendes: der Abfall des TES-unléslichen Phos- 
phats am SchluB der P-Aufnahme, wie er-bei erhdhten P-Gaben (Abb.9) 
auftrat, ist dem Abbau von Polyphosphaten zuzuschreiben. Das war auf 
Grund der im 1. Kap. der Ergebnisse berichteten Umlagerungen innerhalb 
der verschiedenen Phosphate im Zuge der Verarmung (siehe Abb. 1—3, 
5 und 6) auch wohl zu erwarten. Solange wie neues Phosphat in die Zelle 
aufgenommen wird, steigen in Versuch II die Poly-P rapide an und zwar 
Poly-P II steiler als Poly-P I. Beide Gruppen sinken dann sofort nach 
Abschlu8 der P-Aufnahme wieder ab, wobei wieder die Poly-P IT den 
Poly-P Iin ihrem Abbau voraneilen. Bei Versuch III dagegen nehmen die 
Poly P II nach besonders intensivem Aufbau bereits vor dem Ende der 
P-Aufnahme, nimlich nach 10 min schon wieder etwas ab. Der Kurven- 
verlauf macht deutlich, daB nun das AusmaB des Abbaues dasjenige der 
Synthese iibersteigt. Der Abbau erfolgt offensichtlich zugunsten der 
Poly-P I, die bis zu 30 min weiter stetig ansteigen. 

Auch bei niedrigsten AuBen-P-Konzentrationen wird eine Abnahme 
der neugebildeten Polyphosphate nach beendeter P-Aufnahme sichtbar. 
Da jedoch im Vergleich zu ihrer Menge diejenige der weiter zunehmenden 
Nucleinsaiuren, zusammen mit der des ebenfalls ansteigenden Rest-P groB 
ist, kommt dieser Knick nicht in der Gesamtkurve der TES-unléslichen 
Phosphate in Versuch A der Abb.9 zum Ausdruck. 

Die Kurve des Rest-P steigt nur bei niedrigsten P-Gaben bis zu 
30 min hin an. Zu groBeren extracelluléren P-Konzentrationen hin (in 
den Versuchen II und III) zeigt sich nach 10 min eine Anderung im 
Kurvenverlauf, undeutlich bei II, aber als intensiver Abbau der Fraktion 
in Versuch III. — Die Nucleinséuren nehmen in allen drei Fallen bis zum 
Schlu8 zu, allerdings in unterschiedlichem Verhaltnis zu den tbrigen 
TES-unléslichen Verbindungen, und zwar wird ihr Anteil zu hdheren 
AuBen-P-Konzentrationen hin immer starker reduziert. 
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Die bei steigenden P-Gaben zunehmende Dominanz der TES-unlés- 
lichen Phosphate gegeniiber den léslichen, wie sie in den Versuchen der 
Abb.9 demonstriert wurde, geht ganz zu Lasten der Polyphosphat- 
synthese. 

Die in den Versuchen der Abb. 9 gefundene ,,Zasur‘‘ im Kurvenverlauf 
des ortho-P bei 3 min Inkubation erscheint auch in den eben geschilderten 


Tabelle 5. Syntheseraten des THS-unléslichen Phosphats in den beiden ersten Zeit- 
intervallen 


Syntheseraten (Ipm/min Inkubation) 


Extracellulire 


Versuch P-Konzentration 
pMol/ml im 1. Zeitabschnitt: im 2. Zeitabschnitt: 
0—3 min 3—10 min bzw. 3—15 min 

1 6,5 - 10-2 675 1800 — 
co- 6251054 880 1560 a 
a} 8,0 - 10-2 635 1395 — 
4 8,0 - 10-2 290 525 — 
5 10,8 - 10-2 395 _ 675 
6 10,8 - 10-2 670 — 915 
7 21,5°10- 215 590 — 


Tabelle 6. Phosphataufnahme und spezifische Aktivitit der einzelnen P-Fraktionen 
in Abhdngigkeit von extracelluldrer P-Konzentration bei drei verschiedenen Inku- 
bationszeiten 


Extracellulire 
P-Konzentration 


P-Aufnahme spezifische Aktivitéit (Ipm/}'P) 


m5 
8 

oc n 

i | 

ae ES = ME iC mn 

a IS i ’ a a al a8 

& spez. Akt. sean ' 

> eh uMol/ml TpimlyP uMol/ml | ortho-P |lésliches ic pu 35 2 

) s s 


I} 3 [0,5-10-*) 533000 | 56 |0,28-10-? 177500 |43750 |15000| 635] 440|1150 
10 56 |0,28-10-? 160200 |51200 |13700|} 565} 905) 1650 


30 56 |0,28-10-* 152.600 |47900 | 9000 145 |1810| 2240 
IT} 3 |5,0-10-*} 46600 | 36 /1,80-10-? |}20600 | 7150| 3320] 3000| 175| 635 
10 56 |2,80-10-? }18700 | 11600 | 10850 | 8570} 390} 1120 
30 56 | 2,80-10-? | 20200 | 15850 | 7550} 2905} 865] 1060 
IIT] 5 [5,7-10-?} 46500 | 37 |2,10-10-* }28500 | 9160) 2400] 6100} 95/1960 
10 61 |3,50-10-? |} 28350 |11750 | 5620 |15550 | 240} 4550 
30 75 |4,30- 10-2 }30600 | 16400 | 14340 | 12650 | 355) 1520 


Versuchen. Sie fallt zusammen mit der schon beschriebenen Verlang- 
samung in der Synthese von TES-léslichem 7 min-P von diesem Zeit- 
punkt an. AuBerdem wird ab 3min eine Erhéhung der Syntheserate der 
hochpolymeren Polyphosphate bei Versuch III, d.h. bei den in dieser 
Versuchsserie héchsten P-Gaben sichtbar. Eine gleichartige Zunahme der 
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Syntheserate des TES-unléslichen P zwischen 3 und 10 min bei den Ver- 
suchen D und E der Abb.9 und weiteren, in Tab.5 aufgefiihrten Ver- 
suchen resultiert demnach aus der Syntheserate der Polyphosphate 
innerhalb dieser Fraktion. 


Bei den in Tab.6 zusammengestellten spezifischen Aktivititen zu den 
Impulswerten der einzelnen Kurvenpunkte der Abb. 10/11 treten neben 
hohen Aktivitaten bei ortho-P und TES-léslichem Phosphat (vgl. dazu 
auch die ebenfalls hohen Werte dieser beiden Fraktionen in Tab.5) auch 
relativ hohe Werte bei den beiden Poly-P-Gruppen auf, wahrend ziem- 
lich niedrige bei Nucleinséuren und auch beim Rest-P vorliegen. Die 
spezifische Aktivitét des 7 min-P der TES-léslichen Fraktion wurde in 
diesen Versuchen nicht bestimmt. In anderen Versuchen gleicher Art 
lag sie in der GréBenordnung von derjenigen des ortho-P oder hoher. 


Zur Vervollstandigung der Ergebnisse aus der Versuchsserie der Abb. 
10/11 sei schlieBlich noch ein Beispiel angefiihrt, bei dem der Phosphat- 
umsatz eine Zwischenstellung zu den Versuchen II und III einnimmt. 
Der Unterschied in diesem Versuch gegeniiber Versuch II (Abb. 10/11) 
bestand darin, da8B die gleiche AuBen-P-Konzentration einer um nahezu 
die Halfte verringerten Hefekonzentration geboten wurde. Auf diese 
Weise wurde das P-Angebot je Milligramm Hefetrockengewicht beinahe 
verdoppelt. Der Effekt war aber wesentlich geringer als eine Verdoppe- 
lung des extracellularen P-Gehaltes bei gleichbleibender Konzentration 
der Hefesuspension. Er geht jedoch in der gleichen Richtung, d.h. auf 
einen verstarkten Aufbau von Polyphosphaten hin!. 

Kin derartiger Versuch ist in Abb.12 wiedergegeben. Bis auf gering- 
fiigige Zunahme (5°/, im Intervall von 10—60 min) ist die P-Aufnahme 
hier wie bei Versuch II der Abb.10/11 nach 10 min abgeschlossen. Auch 
erfolgt zu diesem Zeitpunkt der charakteristische Umschlag der Kurve 
der TES-unldslichen Phosphate (Abb.12A). Die Kurve sinkt aber 
zwischen 10 und 30 min nur noch schwach bis zu einem im weiteren Ver- 
lauf bis 60 min konstant bleibenden Wert ab. Eine Aufteilung der TES- 
unléslichen Fraktion erfolgte hier nur in die Poly-P I und die tibrigen 
unléslichen Phosphate. Das Ergebnis zeigt Abb.12B. Im Gegensatz zu 
Versuch II (Abb. 11) bleibt der Anstieg der Poly-P I auch nach AbschluB 
der P-Aufnahme mit gleicher Stetigkeit erhalten und zwar bis zu dem 
Zeitpunkt (bei 30 min), wo die steil abfallende Kurve der iibrigen unl6s- 
lichen Verbindungen in einen waagerechten Abschnitt tibergeht. Von da 
an sinken die Poly-P I in geringem MaBe bis zum Ende des Versuchs (bei 


1 Der Grund fiir den geringen Effekt ist der, daB die Phosphataufnahme bei 
gleichbleibender AuBen-P-Konzentration nur innerhalb gewisser Bereiche der Hefe- 
menge proportional ansteigt und bei weiterer Steigerung derselben einem Satti- 
gungswert zustrebt, wohl infolge von Konkurrenzwirkungen der Zellen unterein- 


ander. 
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60 min Inkubation) ab. Die Ahnlichkeit dieses Verlaufs zu demjenigen in 
den Kurven der Abb. 11 III liegt auf der Hand. Demnach ist der Abfall 
der Kurve aller iibrigen unl6slichen Phosphate (also auBer den Poly-P I) 
in Abb.12B die Resultante aus der Abnahme im Gehalt der Poly-P IT 
und des ,,Rest-P*‘ einerseits und der Zunahme von Nucleinsaéuren ande- 
rerseits. Da die Nucleinsiuren sicher auch nach 30 min noch weiter auf- 
gebaut werden, mu8 dieser Aufbau — zufolge des waagerechten Verlaufs 


' 
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Abb. 12. Der zeitliche Verlauf des P**-Einbaues. A o © ortho-P; o O TES-lésliches P; 
A 4 TES-unlésliches P; B Aufteilung der TES-unléslichen Phosphate in: 
@ Poly-P I; a 4 alles tibrige unlésliche P (weitere Angaben im Text) 


der Kurve zwischen 30 und 60 min — gerade vom Abbau der Poly-P II 
und des ,,Rest-P*‘ kompensiert werden. 


Diskussion 

Wie die Versuche in Kapitel a der Ergebnisse zeigen, besteht in nor- 
mal mit Phosphat versorgten Zellen von Saccharomyces cerevisiae, die 
sich in der stationaren Wachstumsphase befinden, dreiviertel des gesam- 
ten intracellularen Phosphats aus TES-unléslichen Verbindungen, wovon 
Nucleinsauren 45°/, ausmachen und weitere 40°/, Poly-P I und II sind. 
Die Ubertragung der Zellen in ein phosphatfreies, aber im iibrigen gut 
mit Nahrstoffen versehenes Medium bedeutet eine Erneuerung der Nahr- 
lésung gegeniiber derjenigen, in der sich die Zellen am SchluB& der 48 stiin- 
digen Vorkultur befanden. Dadurch wird eine erneute Phase exponen- 
tiellen Wachstums eingeleitet (siehe Abb.4), die nur begrenzte Zeit 
dauern kann, so lange nimlich, als die Zelle in der Lage ist, das bei den 
Wachstums- und Zellteilungsvorgiingen bendtigte Phosphat aus ihren 
Reserven zu mobilisieren: es erfolgt ein intensiver Abbau von Polyphos- 
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phaten, und zwar der Poly-PI (siche Abb.6b) und wahrscheinlich auch 
niederpolymerer Polyphosphate (siehe die Abnahme des 7 min-P in 
Abb.6a). Dieser Abbau erméglicht die Synthese von Nucleinséuren und 
Phosphoproteinen, wie die gleichzeitige Zanahme an diesen Verbindungen 
beweist. Ein gegenlaufiges Verhalten von Polyphosphaten und Nuclein- 
sauren unter gewissen Bedingungen ist bei Hefen und anderen Mikro- 
organismen auch von anderen Autoren gefunden worden (SpreGELMAN 
u. KAMEN 1947; Wiame 1949; CHAvEN u. Mitarb. 1955; Say u. Mitarb. 
1956; ScumipT u. Mitarb. 1956; Mupp u. Mitarb. 1958). Um so unerwar- 
teter ist demnach, daB nach 4 Std P-Hungers ein Aufbau von Poly-P II 
eingeleitet wird (siche Abb.6b), zu einem Zeitpunkt nimlich, da Nuclein- 
sauresynthese wie auch Wachstum und Zellteilung noch ungeschwacht 
ablaufen. In diesem Zusammenhang ist von Interesse, daB auch W1IAME 
unter bestimmten Voraussetzungen, d.h. nach Ubertragung polyphos- 
phatangereicherter Hefezellen in ein P-freies, aber sonst vollstandiges 
Nahrmedium nach anfénglichem Absinken der unléslichen Poly-P eine 
leichte Zunahme findet, wahrend Nucleinséuresynthese und Wachstum 
weitergehen. In diesem Falle miiBte also der Aufbau der Poly-P II 
starker sein als der Abbau der Poly-P I. 

Alle geschilderten Umlagerungsprozesse beginnen aber in nennens- 
wertem AusmaB erst 2 Std nach Ubertragung in die P-freie Lésung. Zu 
dieser Zeit liegen nun Zellen vor, die um 20°/, an Phosphat armer sind als 
die Ausgangszellen und einen starken Riickgang in allen Phosphatfrak- 
tionen aufweisen (siehe Abb.1—3). Danach scheint ein gewisser Ver- 
armungsegrad als auslésendes Moment fiir den Abbau der Poly-PI zu 
wirken. Der Kurvenverlauf des Orthophosphats und der stabilen léslichen 
Phosphate in Abb. 1 und 2 deutet darauf hin, daB es der Konzentrations- 
abfall dieser Verbindungen in der Zelle ist, der die Dauer bis zum Beginn 
des Poly-P I-Abbaues bestimmt, d.h. die Zeit, innerhalb der noch der 
normale Stoffwechsel weiterlaufen kann, denn dem anfanglich steilen 
Abfall folgt nach 2 Std ein annaéhernd waagerechter Kurventeil, der im 
Falle der stabilen léslichen Phosphate bis zu 10 Std andauert: die Zelle 
verhindert demnach zunachst ein weiteres Absinken von den fiir ihren 
Stoffwechsel wichtigsten Substanzen durch Mobilisierung ihres Phosphat- 
depots. Das Nachlassen des Poly-P I-Abbaues (ab 10 Std) setzt dem Auf- 
bau der stabilen léslichen Phosphate ein Ende, so da8 ihr Anteil am Zell- 
phosphat der wahrend der folgenden Periode neu entstandenen Zellen 
absinkt (Abb.2). Dagegen bleibt ihr Gehalt je Volumeneinheit der 
Kultur noch konstant (Abb.6a), d.h. es erfolgt kein Ab- bzw. Umbau 
dieser Verbindungen insgesamt zugunsten unldslicher. Dieser beginnt 
dann aber nach 25stiindiger P-Verarmung. Von diesem Zeitpunkt an 
hort der Abbau der Poly-PI auf, ebenso die Zellteilung bei schwach 
weitergehendem Wachstum. Auch findet keine weitere Synthese der 
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Poly-P II statt, und der weitere Aufbau von Nucleinsdéuren geht nun 
ganz zu Lasten der léslichen Phosphate und des ortho-P. 

Bei Verarmungsbeginn bleibt demnach der Zelle mittels der vorhan- 
denen léslichen Phosphate und des ortho-P ein gewisser Spielraum zur 
Deckung des infolge der intensiv einsetzenden Zellneubildung entstehen- 
den Bedarfs an Phosphat wie auch an Energie. SchlieBlich muB sich aber 
der Phosphatmangel auswirken und zu Verinderungen in der Gleich- 
gewichtslage gewisser Reaktionen fiihren. Dadurch kénnte z.B. eine 
Aktivierung bestimmter Polyphosphatasen und damit der Abbau von 
Poly-P I herbeigefiihrt werden. Vielleicht spielt in diesem Zusam- 
menhang auch eine Anstauung von ADP infolge der durch P-Mangel ver- 
ursachten Hemmung des Glucoseabbaues auf der Triosephosphatstufe 
eine Rolle, wobei etwa die Polyphosphatkinase-Reaktion (s. HOFFMANN- 
OsTENHOF u. Mitarb. 1954) zugunsten der ATP-Bildung abliefe. 

Fiir die Neubildung von Poly-P II wahrend des Poly-P I-Abbaues 
lassen sich zwei Deutungsméglichkeiten anfiihren: 

1. Durch die Verainderung der normalen Gleichgewichtslage wird eine 
Uberkompensation im Reaktionsverlauf verursacht, derart, daf ein un- 
rationell starker Abbau von Polyphosphaten erfolgt. Die dabei méglicher- 
weise iiberschiissig anfallende Energie (infolge Spaltung der energiereichen 
P-O-P-Bindungen) wird durch gleichzeitigen Aufbau von Poly-P II fiir die 
Zelle ,,gerettet‘‘, und letztere iibernehmen die Rolle eines ,,Energie- 
puffers‘‘ (SpoERL u. Mitarb. 1959) zwischen der Energiequelle (hier die 
Poly-P I) und dem Energiebedarf der Zelle. 

2. Die Intensitaét des Poly-P I-Abbaues entspricht dem tatsachlichen 
Energie- und Phosphatbedarf der Zelle zur Zeit des Abbaues, und die 
Synthese der Poly-P IT ist fiir die Schaffung neuer Zellsubstanz erforder- 
lich, da diese Substanzen eine spezifische Aufgabe beim Aufbau besitzen, 
etwa als Bestandteil der Zellgrenzflichen, worauf die Untersuchungen 
von RorustErn u. Merer (1951) hindeuten kénnten. Die dem anfing- 
lichen Absinken folgende Konstanz des Poly-P II-Spiegels je Zelle bzw. 
je Trockengewicht (siehe Abb.2) unterstiitzt diese Hypothese. 

Wird nun einer derartig an Phosphat verarmten Zelle Phosphat zu- 
gefiihrt, so findet in den ersten 3—5 min eine bevorzugte Aufnahme ins 
Orthophosphat der Zelle und die TES-léslichen Phosphate statt, beson- 
ders gut feststellbar bei niedrigsten extracelluliren P-Konzentrationen. 
Thr Anteil am gesamten aufgenommenen Phosphat wird mit gréeren 
Phosphatgaben immer stirker zuriickgedrangt, vor allem bei Inkuba- 
tionszeiten tiber 5 min hinaus. Durch steigendes Phosphatangebot, das 
innerhalb eines Konzentrationsbereiches von 0,43 - 10-2 bis 10,8 - 1072 
Mol/ml einen linearen Anstieg in der Menge aufgenommenen Phosphats 
zur Folge hat (siehe Tab.3 A—D sowie gleichartige Ergebnisse bei Goop- 
MAN u. RorusTern 1957), wird die Umsatzgeschwindigkeit in der Zelle 
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derartig gesteigert, daB die zuerst ablaufenden Prozesse durch Folge- 
prozesse allmahlich iiberdeckt werden. Durch Anwendung sehr geringer 
P-Konzentrationen im Nahrmedium kénnen demnach gewisse Vorgange 
verlangsamt und damit besser (d.i. einfacher) der Beobachtung zugiing- 
lich gemacht werden, die bei héheren Konzentrationen héchstens durch 
eine starke Verkiirzung der Inkubationszeit — bei wesentlich schwieri- 
gerem experimentellen Aufwand — sichtbar gemacht werden kénnten. 

Aber selbst die hier festgehaltenen ,,Anfangsprozesse“ sind sicher 
solche, die weitgehend im Anschlu8 an die eigentlichen Aufnahmevor- 
gange einsetzen. Dafiir spricht, daB bereits nach 30 sec ein GroBteil des 
aufgenommenen Phosphats als ortho-P vorliegt (Abb.10 1). Der Auf- 
nahmemechanismus verlaiuft aber zufolge aller diesbeziiglicher Unter- 
suchungen nach Art eines aktiven Transportes (siehe zu den entsprechen- 
den Arbeiten bei Hefen: KAMEN u. SPrEGELMAN 1948; RoTusTEIN 1954; 
GOopMAN u. RoTHsTEIN 1957; JENNINGS u. Mitarb. 1958; Leacgrrt 1961). 
Das Phosphat liegt also unmittelbar bei Eintritt in die Zellgrenzflache in 
gebundener Form vor. Der ,,carrier‘‘-Phosphatkomplex ist aber offenbar 
nur in geringer Menge vorhanden, d.h. es erfolgt sehr schnell eine Abgabe 
des Phosphats in den eigentlichen Phosphatstoffwechsel der Zelle. Immer- 
hin k6énnte die hohe spezifische Aktivitét des TES-léslichen 7 min-P 
bereits in den ersten Minuten der P-Resorption, wie sie in gleichartigen, 
hier nicht aufgefiihrten Versuchen gefunden wurde (siehe auch 8. 148), in 
Zusammenhang mit einer bei Aufnahmevorgangen auftretenden ATP- 
Bildung stehen. 

Durch die Zufuhr von Phosphat kann nun die bei Phosphatmangel 
verlangsamte Dehydrierung von Triosephosphat beschleunigt und damit 
die angestaute ADP in ATP iiberfiihrt werden. Letztere ermédglicht dann 
eine normalisierte Phosphorylierung von Glucose an der Hexokinase und 
damit auch die Synthese von Glykogen und Eiweif. Daher findet zu- 
nachst eine intensive Markierung von Phosphatestern des intermediaren 
Stoffwechsels statt (siehe die Kurven der TES-léslichen Phosphate in 
Abb.9A und 101). AuBerdem treten in phosphatarmen Hefen nach 
P-Zugabe vermehrt neben ATP weitere freie Nucleotide auf (ScuMIDT u. 
Mitarb. 1956; Gasrren u. Mitarb. 1956). Dafiir spricht auch der Anstieg 
der labilen TES-léslichen Phosphate (Abb.10I), der nach Abschlu8 der 
P-Aufnahme (auf Kosten der ortho-P-Fraktion) noch anhalt. Der Abfall 
dieser Kurve (in Abb.10I) nach 10 min Inkubation erfolgt sicher zum 
Teil auch durch eine Abnahme im Gehalt an Nucleotiden, da diese Anteil 
haben kénnten an der Nucleinséuresynthese (siehe Anstieg der Nuclein- 
sgaure-Kurve in Abb. 11 I). 

Die mittels des intensivierten Kohlenhydratumsatzes gewonnene 
Energie kann offenbar nicht gleich voll fiir den Aufbau neuer Zellsubstanz 
genutzt werden und wird daher zunachst in Form von Polyphosphaten 
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gespeichert, wie auch eine entsprechende Anhaufung von Polyphosphaten 
in Zeiten, in denen Wachstum oder Zellteilung begrenzt bzw. gehemmt 
ist, in einer Reihe von Untersuchungen festgestellt wurde (BRING- 
MANN 1951; Svr1cw 1953; Smrrxu. Mitarb. 1954; WiInDER u. DENNENY 1954; 
Sporrt u. Loonny 1958; SpoErRt u. Mitarb. 1959; Drews 1958 u. 1960). 
Bei hodheren P-Gaben werden immer mehr Polyphosphate ange- 
reichert, und zwar geniigt unter Umstanden schon eine relativ geringe 
Steigerung im extracelluliren P-Gehalt, um eine erhebliche Forderung 
der Poly-P-Synthese herbeizufiihren (siehe Abb.10/11 II-III und 
Abb.12). Der Einbau in TES-lésliche Phosphate und Nucleinsaéuren 
wird dagegen reduziert. Die Zunahme der AuBen-P-Konzentration macht 
auBerdem immer deutlicher die unterschiedlichen Bildungsraten der von 
LANGEN u. Liss (1958a und b) gefundenen und 1959 naher charakteri- 
sierten Poly-P-Fraktionen sichtbar. Allerdings kénnen die hier geschil- 
derten Versuche nur den einen Befund stiitzen, daB die Bildung von Poly- 
P II (bei den zit. Autoren ,,Fraktion 3°‘) derjenigen von Poly-P I voraus- 
lauft und letztere aus den Poly-P II hervorgehen. Der sehr bald erfol- 
gende Ubergang aus Poly-P II in Poly-P I legt zusammen mit den in 
Kapitel a der Ergebnisse berichteten Tatsachen den Schlu8B nahe, da8 in 
den Poly-PI diejenige Form vorliegt, in der die Polyphosphate als 
Phosphat- und Energiereserven gespeichert und genutzt werden. 

Uber die von LANGEN u. Liss (1958a,b) als ,,Fraktion 4°‘ beschriebenen Poly- 
phosphate, die sich in den hier berichteten Versuchen neben Phosphoproteinen im 
,,Rest-P“ befinden, kann auf Grund des Kurvenverlaufs und der Héhe des P-Ein- 
baues in diese Fraktion nur vermutet werden, da die Umsatzgeschwindigkeit und 
damit auch die spezifische Aktivitaét dieser Poly-P-Gruppe sehr groB, ihre absolute 
Menge aber sehr gering gegeniiber den beiden anderen Fraktionen sein mui, wenn 
sie als zuerst gebildete Polyphosphatfraktion betrachtet werden soll. Diese Annahme 
steht in Ubereinstimmung mit den Befunden von LaNGEN u. Liss und wird auch 
durch eigene, hier nicht berichtete Bestimmungen dieser Poly-P-Fraktion gestiitzt. 
Jedenfalls kann der Abfall im Rest-P in Abb. 11 IIT sicher dem Poly-P-Anteil darin 
zugeordnet werden und damit ein weiterer Hinweis fiir die Giiltigkeit der Befunde 
der genannten Autoren auch bei den hier berichteten Versuchen sein. 

Die nur bei héheren P-Gaben sichtbar werdende Beschleunigung der 
Poly-P-Synthese im 2. Zeitintervall (zwischen 3 und 10 min) gegeniiber 
dem ersten (siehe 8.142 ) erklart sich damit, daB die oben diskutierten 
Anfangsprozesse erst anlaufen miissen, um die Voraussetzungen fiir die 
Synthese von Polyphosphaten zu schaffen. Sie wirken jedoch innerhalb 
des ersten Zeitintervalls erst bei héheren P-Gaben als begrenzender 
Faktor. 


Moéglicherweise bewirkt aber noch ein Zweites diese unterschiedlichen 
Umsatzraten: Bei niedrigsten P-Konzentrationen (Abb. 11 I) findet sich 
eine starkere Markierung der Poly-P I gegeniiber derjenigen bei Poly-P I. 
Dieser Befund la&t sich mit dem oben erwaihnten Syntheseweg nicht ver- 
einbaren und spricht eher fiir eine umgekehrte Reihenfolge, wie sie auch 
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verschiedentlich diskutiert wurde (siehe die diesbeziigliche Ubersicht 
bei KuHL 1960). Vielleicht werden beideWege beschritten, wobei der zuletzt 
erwahnte mit geringerer Umsatzrate ablauft oder aber bei verandertem 
Phosphatspiegel durch den zweiten Syntheseweg abgelést wird. 

Nach Abschlu8 der P-Aufnahme findet in allen untersuchten Fallen 
sofort ein Abbau der Poly-P-Fraktion II statt. Der Aufbau vollzieht sich 
demnach in P-verarmten Zellen bei Phosphatzugabe offenbar nur bei 
gleichzeitiger Phosphatresorption, worauf bereits hingewiesen wurde 
(EHRENBERG 1960). Da die Geschwindigkeit des Phosphateinbaues in die 
Polyphosphatfraktionen eine starke Abhdngigkeit von der Hoéhe der 
extracellularen P-Konzentration aufweist, erscheint das Absinken der 
Synthese auf Null, wenn auch die P-Zufuhr auf Null gesunken ist, nicht 
erstaunlich. Hinzu kommt aber auBerdem, da8 zu diesem Zeitpunkt eine 
erneute P-Mangelperiode beginnt, wobei es ja zu einer Mobilisierung des 
Poly-P kommt. Auch hier — wie bei den P-Verarmungsversuchen — 
geht die Nucleinséuresynthese zu Lasten der Polyphosphate, ebenso die- 
jenige stabiler TES-léslicher Phosphate. 

Zusammenfassend kann aus den besprochenen Ergebnissen folgender 
SchluB gezogen werden: 

Die durch die Verarmung an Phosphat gestérte Gleichgewichtslage 
im Phosphathaushalt der Hefezelle laBt ebenso wie die pldtzliche 
Phosphatzufuhr zu Phosphatmangelzellen diejenigen Prozesse bzw. 
Substanzen hervortreten, die diese Storungen bis zu einem gewissen 
Grade auszubalancieren verm6gen und damit Verluste an den Verbin- 
dungen ausgleichen kénnen, die fiir Erhaltungs- und Baustoffwechsel 
notwendig sind. Gleichgiiltig, ob nun ein ,,steady state‘ bei normaler 
P-Versorgung oder eine gewisse Gleichgewichtslage im P-Mangelzustand 
vorliegt, immer werden die Regulatoren des Phosphathaushaltes, nam- 
lich die Polyphosphate, um so deutlicher erkennbar, je starker der Ein- 
bruch in den erreichten Gleichgewichtszustand ist, sei es durch die Inten- 
sitat der Verarmung oder durch die Hohe der P-Zufuhr. Eine Variation 
dieser beiden vermag, wie die angefiihrten Versuche zeigen, die Wechsel- 
wirkungen der regulierenden mit den regulierten Vorgangen zu verdeut- 
lichen. 


Zusammenfassung 


In wachsenden und sprossenden Zellen von Saccharomyces cerevisiae 
macht sich eine Phosphatverarmung vor allem wahrend der ersten 10 Std 
in P-freiem Medium in einem Konzentrationsabfall bei simtlichen P-Frak- 
tionen in den neu gebildeten Zellen bemerkbar. AuBerdem findet ein 
Umbau innerhalb der Fraktionen statt und zwar zugunsten von Nuclein- 
siuren, Phosphoproteinen und Poly-P II und besonders auf Kosten von 
Poly-P I, aber auch von ortho-P und TES-léslichem P. 
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5 min Inkubation in P%?-markiertem Phosphat verursacht nach ein- 
stiindiger Verarmung eine starke Aufnahme in die Fraktion der léslichen 
Phosphate und des ortho-P, wobei zwei verschieden hohe extracellulare 
P-Konzentrationen in gleicher Weise wirken. Bei langeren Verarmungs- 
zeiten (bis zu 10 Std) wird bei hédheren Phosphatgaben eine mit dem Ver- 
armungsgrad zunehmende Férderung des P-Einbaues in unldésliche 
Phosphate gegeniiber léslichen sichtbar. 

Bei der Analyse des zeitlichen Verlaufs der P-Aufnahme nach 48- 
stiindiger P-Verarmung findet wahrend der ersten 3 min nach P-Zugabe 
eine bevorzugte Aufnahme ins ortho-P der Zelle und bei niedrigsten P- 
Gaben in TES-lésliche P-Verbindungen statt. Mit steigenden extracellu- 
laren P-Konzentrationen wird immer mehr die Synthese von Polyphos- 
phaten gegeniiber allen anderen Verbindungen geférdert, jedoch nur bis 
zum Ende der P-Aufnahme. Danach werden sie zugunsten aller iibrigen 
Verbindungen abgebaut. 

Nur bei héheren P-Gaben zeigt sich eine Phasenverschiebung des 
Umsatzes der beiden isolierten Poly-P-Fraktionen, wonach die spater 
extrahierte (Poly-P II) der anderen (Poly-P I) vorauseilt. Bei niedrig- 
stem P-Gehalt im AuBenmedium sind dagegen die Poly-P I zu Beginn 
stirker markiert als die Poly-P II. Dies wird als Hinweis dafiir genom- 
men, daB méglicherweise bei unterschiedlich hoher P-Zufuhr zwei ver- 
schiedene Synthesemechanismen im Polyphosphataufbau in Erscheinung 
treten. 

Die Versuche stellen die besondere Aufgabe der Polyphosphate im 
Phosphathaushalt der Zelle deutlich heraus, da diese bei St6rung der 
Gleichgewichtslage des Phosphatumsatzes durch P-Verarmung oder 
durch P-Zugabe zu Phosphatmangelzellen als Regulativ zur Aufrecht- 
erhaltung bzw. Wiederherstellung des normalen P-Umsatzes benutzt 
werden. Als wahrscheinliche Form, in der sie dabei als Phosphat- und 
evtl. auch als Energiereserve wirksam werden, wird die Gruppe der Poly- 
PI angenommen. Die Poly-P II scheinen neben ihrer Eigenschaft als Vor- 
laufersubstanz fiir die Poly-P I noch spezifisch beim Aufbau von Zell- 
substanz beteiligt zu sein. 


Herrn Professor Dr. W. Stmonts méchte ich fiir sein besonderes Interesse an 
den Untersuchungen und die stets gewihrte Unterstiitzung herzlich danken. Auch 
danke ich Fraulein ANNr-Lore FuLpa und Fraulein Sprnona Nemants fiir ihre 
wertvolle, zuverlassige Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft stellte dankenswerterweise eine Sach- 
beihilfe zur Verfiigung. 


Literatur 


BRINGMANN, G.: Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen iiber die 
zytologische Natur der Granula von Corynebacterium diphtheriae. Zbl. Bakt., 
1. Abt. Orig. 156, 493—502 (1951). 


Phosphorstoffwechsel von Saccharomyces cerevisiae 151 


CuayveEn, R., 8S. CHayeEn and E. R. Ropers: Observations on nucleic acid and poly- 
phosphate in Torulopsis utilis. Biochim. biophys. Acta 16, 117—126 (1955). 
Drews, G.: Untersuchungen iiber Granulbildung und Phosphateinbau in wach- 

senden Kulturen von Mycobacterium phlei. Arch. Mikrobiol. 31, 16—27 (1958). 
Drews, G.: Untersuchungen zum Polyphosphatstoffwechsel und der Bildung 
metachromatischer Granula bei Mycobacterium phlei. Arch. Mikrobiol. 36, 
387—430 (1960). 
EHRENBERG, M.: Die Anfangsstadien des P®?-Einbaues in P-verarmten Hefezellen in 
Abhangigkeit von der P-Zufuhr. Naturwissenschaften 47, 607 (1960). 


GABRIEL, O., J. B. Dawip, A. OrLEANSKI, W. Tutti u. O. HorrmMann-OSTENHOF: 
Zur Kenntnis des Phosphatstoffwechsels der Hefe. III. Freie Nucleotide in 
Saureextrakten aus phosphat-angereicherter und -verarmter Hefe. Mh. Chem. 
(Wien) 87, 515—519 (1956). 

Goopman, J., and A. RorusrErn: The active transport of phosphate into the yeast 
cell. J. gen. Physiol. 40, 915—923 (1957). 

HoFrrMann-Ostennor, O., J. Kenepy, K. Krox, O. Gasrren u. H. W. Scuoén- 
FELLINGER: Ein neues Ferment aus Hefe. Biochim. biophys. Acta 14, 
285 (1954). 

Jennines, D. H., D. C. Hooper and A. Rotustetn: The participation of phosphate 
in the formation of a “carrier” for the transport of Mg++ and Mn** ions into 
yeast cells. J. gen. Physiol. 41, 1019—1026 (1958). 

Juni, E., M. D. Kamen, J. M. Reryer and 8. SpreGELMAN: Turnover and distri- 
bution of phosphate compounds in yeast metabolism. Arch. Biochem. 18, 387 to 
394 (1948). 

Kattwassir, H., u. H. G. Scuitecen: Nachweis und quantitative Bestimmung der 
Polyphosphate in wasserstoffoxydierenden Bakterien. Arch. Mikrobiol. 34, 
76—92 (1959). 

Kamen, M. D., and 8S. SpregeLMan: Studies on the phosphate metabolism of some 
unicellular organisms. Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol. 18, 151—163 (1948). 

Kunut, A.: Die Biologie der kondensierten anorganischen Phosphate. Ergebn. Biol. 
23, 144—186 (1960). 

LanGeEn, P., u. E. Liss: Uber Bildung und Umsatz der Polyphosphate der Hefe. 
Biochem. Z. 380, 455—466 (1958 a). 

LANGEN, P., u. E. Liss: Uber die Polyphosphate der Hefe. Naturwissenschaften 45, 
191 (1958b). 

Lreaert, J. E.: Entry of phosphate into yeast cell. Plant Physiol. 36, 277—284 
(1961). 

LrnpDEGREN, CO. C.: The relation of metaphosphate formation to cell division in yeast. 
Exp. Cell Res. 2, 275—278 (1951). 

Lass, E., u. P. Lancen: Zur Charakterisierung der Polyphosphate der Hefe. Natur- 
wissenschaften 46, 151 (1959). 

Lonmann, K., u. L. JenpRAsstk: Kolorimetrische Phosphorséurebestimmungen 
im Muskelextrakt. Biochem. Z. 178, 419 (1926). 

Loumann, K., u. P. Lancen: Uber die kondensierten Phosphate in Organismen. | 
Deutsche Akad. Wiss. Berlin 1946—1956, S.297—312. Berlin: Akademie- 
Verlag 1956. 

Mupp, S., A. Yosurpa and M. Korge: Polyphosphate as accumulator of phosphorus 
and energy. J. Bact. 75, 224—235 (1958). , 

Mixxer, E.: Die Phosphatasebestimmung in kleinen Serummengen. Hoppe-Seylers 
Z. physiol. Chem. 287, 35 (1936). 


Arch. Mikrobiol., Bd. 40 11 


152. Marra ExrenBERG: Phosphorstoffwechsel von Saccharomyces cerevisiae 


Ravtanen, N., and P. MrsKULAINEN: On the phosphorus fractions and the uptake 
of phosphate by low-phosphorus Torulopsis utilis. Acta chem. scand. 5, 89—96 
(1951). 

RorustEn, A.: The enzymology of the cell surface. Protoplasmatologia 2 (E 4), 
1—86 (1954). 

Rorustern, A., and R. Merer: The relationship of the cell surface to metabolism. 
VI. The chemical nature of uranium-complexing groups of the cell surface. J. cell. 
comp. Physiol. 88, 245—270 (1951). 

Satu, T., S. Mupp and J. C. Davis: Factors conditioning the accumulation and 
disappearance of metaphosphate in cells of Corynebacterium diphtheriae. Arch. 
Biochem. 60, 130—146 (1956). 

Scumipt, G., K. SERAIDARIAN, L. M. GREENBAUM, M. D. Hickey and 8S. J. THANN- 
HAUSER: The effects of certain nutritional conditions on the function of purines 
and of ribonucleic acid in baker’s yeast. Biochim. biophys. Acta 20, 135—149 
(1956). 

Stmonis, W., u. M. ExrENBERG: Untersuchungen zur lichtabhangigen Phosphory- 
lierung. IV. Die Wirkung des Lichtes auf die **P-Einlagerung bei chlorophyll- 
freien Pflanzenzellen und -geweben. Z. Naturforsch. 12b, 156—163 (1957). 

Smvonts, W., and M. ExRENnBERG: Investigations on the light-dependent phosphory- 
lation in plants by means of phosphorus-32. Radioisotopes in scientific research, 
proceedings of the first (UNESCO) Int. Conf. IV, 8S. 449—456. London and New 
York: Pergamon Press 1958. 

Smitu, J. W., J. F. Wiikinson and J. P. Duaurp: Volutin production in Aero- 
bacter aerogenes due to nutrient imbalance. J. Bact. 68, 450—463 (1954). 

SPIEGELMAN, 8., and M. D. Kamen: Some basic problems in the relation of nucleic 
acid turnover to protein synthesis. Cold. Spr. Harb. Symp. quant. Biol. 12, 
211—223 (1947). 

Sporert, E., and D. Loonry: Phosphorus metabolism in yeast accompanying an 
inhibition of cell division by X-rays. J. Bact. 76, 63—69 (1958). 

Spoerz, K., D. Loonry and J. E. KazmrerczaKx: Polyphosphate metabolism in 
X-irradiated division-inhibited yeast cells. Radiat. Res. 11, 793—803 (1959). 
Sticu, H.: Der Nachweis und das Verhalten von Metaphosphaten in normalen, ver- 
dunkelten und trypaflavinbehandelten Acetabularien. Z. Naturforsch. 8b, 

36—44 (1953). 

Wiame, J. M.: The occurence and physiological behavior of two metaphosphate 
fractions in yeast. J. biol. Chem. 178, 919—929 (1949). 

Wrnper, F., and J. M. Denneny: Metaphosphate in mycobacterial metabolism. 
Nature (Lond.) 174, 353—354 (1954). 

Wrinpiscu, F., W. Norpuermm u. W. Heumann: Konvergenz von Atmung und 
Garung bei absinkender und ansteigender Orthophosphat-Konzentration im 
Zytoplasma. Naturwissenschaften 47, 379 (1960). 

ZerrerstROM, R., L. ERNsTER and O. LrnpBERG: Changes in phosphate metabolism 
induced in yeast by transition from fermentation to respiration. Arch. Biochem. 
$1, 1183—126 (1951). 


Dr. Marta EuRENBERG, 
Botanisches Institut, Wiirzburg, Mittlerer Dallenbergweg 64 


Archiv fiir Mikrobiologie 40, 153 —162 (1961) 


Aus dem Hygiene-Institut der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitiit 
Bonn/Rh. 


Zur BegeiBelung von Listeria monocytogenes 
Elektronenoptische und serologische Untersuchungen 


Von 
G. W. FUHS* und H. P. R. SEELIGER 


Mit 5 Textabbildungen 
(Hingegangen am 27. April 1961) 


Von den kulturellen und morphologischen Kigenschaften der Art 
Insteria monocytogenes (Murray et al.; Pirie) sind Beweglichkeit und 
Art der BegeiBelung am haufigsten diskutiert worden. Nach den Befun- 
den von PaTERSON (1939) sowie von GRIFFIN u. Ropsins (1944) ist die 
zunachst offene Frage einer monotrichen oder peritrichen BegeiBelung 
zugunsten der letzten entschieden worden. 

Dabei zeigte sich eine deutliche Abhingigkeit der Beweglichkeit von der Tem- 
peratur; denn nur bei Zimmertemperatur (20—25°C) war maximale Beweglichkeit 
der 43 gepriiften Stamme zu beobachten, wahrend sie bei 37°C zum Teil einge- 
schrankt, zum Teil ganz aufgehoben war (7 Staémme). Parallel dazu lieBen sich 
temperaturabhangige Hinfliisse auf den BegeiBelungstyp erkennen. Bei licht- 
mikroskopischer Darstellung gefarbter Praparate fanden sich nach Ziichtung bei 
niederen Temperaturen bei 20°/, der Keime keine Geibeln; 36°/, der Zellen besaBen 
eine, 24°/, 2, 11°/, 3 und 7°/, 4 Flagellen. Von den 43 gepriiften Stammen besaBen 
nur 3 nach Ziichtung in Zimmertemperatur weniger als 1°/, viergeiblige Zellen. 
Umegekehrt fanden sich bei 37°C nur in 11 Stammen Keime mit mehr als einer 
GeiBel; vielgeiBlige Zellen wurden iiberhaupt nicht festgestellt. 

Neuere umfassende Darstellungen zur BegeiBelung der Listerien 
stammen, von LEIFSON u. PALEN (1955) sowie Lzerrson (1960). Von 81 
gepriiften Sammlungsstammen zeigten 70 ,,normale“, d.h. peritriche 
BegeiBelung, wobei gelegentlich auch fiinf bis sechs Flagellen festgestellt 
wurden. Einer der restlichen 11 Stamme erwies sich stets als unbeweglich 
und bei entsprechenden Gei®elfaérbungen auch als unbegeiBelt und eine 
weitere Kultur trotz vorhandener Flagellen ebenfalls als unbeweglich. 
Zusammenfassend folgerten Lurrson et al., daB Listerien bei 37°C eine 
ausgepragte Tendenz zur Gei®ellosigkeit aufweisen und nur ein kleiner 
Prozentsatz der Zellen mono- bis tritrich begeiBelt ist. 

Die somit von mehreren Autoren erhobene Feststellung des Vor- 
kommens unbeweglicher und unbegeiBelter Staémme von L. monocyto- 
genes steht in einem gewissen Gegensatz zu den Befunden SEELIGERs, der 


* Med.-parasitologische Abteilung, Leiter: Prof. Dr. PrexaRsxr. 
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bei der serologischen Priifung von iiber 1000 Staémmen verschiedenster 
Herkunft bis Ende 1960 stets das Vorhandensein der den jeweiligen 
Serotyp charakterisierenden GeiBelantigene nachwies. Da diese von den 
Kérperantigenen serologisch verschieden sind, kann eine typische H- 
Agglutination in spezifischen H-Seren nur in dem Sinne interpretiert 
werden, daB ein positiver Agglutinationsbefund einem indirekten 
GeiBelnachweis gleichkommt. 

Obwohl bei jeder beweglichen Keimart mit dem gelegentlichen Auf- 
treten unbeweglicher oder geiBelloser Varianten gerechnet werden muB 
[vgl. z.B. analoge Beobachtungen bei der Gattung Salmonella (KAUFF- 
MANN 1954)], erhebt sich die fiir die Diagnostik, Klassifizierung und 
Systematik in gleicher Weise interessante Frage, ob es iiberhaupt solche 
geiBellosen Varianten bei L. monocytogenes gibt und welcher EinfluB 
hierbei gegebenenfalls der Ziichtungstemperatur zukommt. 

Deshalb wurden neben Vergleichsstimmen aus unserer Listeria- 
Kultursammlung einige der bereits von Lzrrson u. PALen (1955) 
gepriiften Kulturen kulturell auf Beweglichkeit bei verschiedenen 
Temperaturen und serologisch auf das Vorhandensein von H-Antigenen 
vergleichend untersucht. 

Nach Erzielung deutlicher Beweglichkeit wurden Subkulturen durch 
den einen von uns (Fuus) elektronenmikroskopisch auf das Vorhanden- 
sein von Flagellen kontrolliert. 


Material und Methodik 


Kulturen 


Aus der Institutssammlung wurden Subkulturen der Stiimme Li 334 (Serotyp 1), 

Li 335 (Serotyp 4b) und Li 613 (Serotyp 1) herangezogen. Ferner standen die von 
Lerrson u. PALEN (1955) tiberpriiften Kulturen! mit folgenden Eigenschaften zur 
Verfiigung: 

B-3A ,,straight flagella, spinning motion‘ 

B-3E ,,straight flagella, nonmotile‘ 

B-3H-3 ,,coiled flagella, moderate motility, filamentous‘ 

B-5 ,non-flagellated*‘ 

B-2 , normal flagella, normal motion‘‘ 

H 15-A ,normal flagella, nonmotile‘‘ 

H 15-c ,,slight amplitude flagella, nonmotile‘‘. 


Beweglichkeitspriifung 
Zur Priifung der Beweglichkeit wurden alle Stiimme auf 0,4°/, Traubenzucker- 
Tryptose-Agar in U-Rohrehen nach Vahlne verimpft und bei 20, 30 und 37°C 
1—7 Tage bebriitet. Die Ablesung erfolgte tiglich. Bei Auftreten von Schwirm- 
zonen bzw. nach Durchwanderung des Agar-Gels wurde aus dem Bereich der 
Schwarmzonen oder dem unbeimpften Schenkel des U-Réhrchens auf 1°/, Trauben- 


' Herrn Prof. Dr. E. Lerrson, Loyola-University, Chicago, Ill., danken wir 
herzlich fiir die Uberlassung der genannten Stiimme. 
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zucker-Tryptose-Bouillon abgeimpft und diese Kultur bei der entsprechenden Tem- 
peratur bebriitet. Nach Triibung des Mediums wurde ein Priiparat im hiingenden 
Tropfen untersucht und durch Aussaat auf Blutagar eine Kontrolle auf Reinheit und 
Identitit der Kultur angeschlossen. 


Gewinnung der H-Antigene und serologische Untersuchung 


Die H-Antigene wurden nach dem von SEELIGER (1958) beschriebenen Ver- 
fahren hergestellt und mit den Listeria-O- und H-Faktorenseren auf H-Agglutina- 
tion gepriift (Methodik siehe SrELiauR 1958, 1961). 


Vorbereitung der Stémme fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung 


a) Alle Stamme wurden vom Fleischwasser-Pepton-Agarstich auf 5°/, Schafblut- 
agar ausgespatelt und bei 20—22°C bebriitet. Glatt erscheinende Kolonien wurden 
auf Beweglichkeitsagar (siehe unten) abgeimpft und bei 20—22°C sowie parallel bei 
37°C 24 Std bebriitet. Hinsichtlich der weiteren Verarbeitung siehe c. 


b) Zur Erzielung maximaler BegeiBelung wurde folgendes Verfahren angewandt: 
Glatte Abimpfungen jedes Stammes wurden auf 0,5°/, Dextrose-Tryptose-Medium 
mit 0,4°/,) Agar in U-Rodhrchen (sogenannter Beweglichkeitsagar) verimpft und 
48 Std bei 22°C bebriitet. AnschlieBend wurde aus der Zone der am weitesten in das 
halbfliissige Milieu vorgedrungenen Keime auf die Oberfliche von 0,8°/,igem Dex- 
trose-Tryptose-Agar (GARD) in einen vorher aufgebrachten Bouillontropfen ver- 
impft und 48 Std bei 20—22°C kultiviert. In dieser Weise wurden insgesamt vier 
Passagen vorgenommen. Daran schloB sich eine letzte Passage auf Beweglichkeits- 
agar bei 20—22°C und 37°C an. Hin Teil der Oberflachenkulturen wurde in einer 
5°/,igen CO,-Atmosphiire geziichtet. 

c) Herstellung der Priparate ftir die elektronenmikroskopische 
Untersuchung. Fir die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden die 
Zellen in einer ersten Untersuchungsreihe (Vorbereitung der Stiimme: siehe a) nach 
dem Verfahren von KLEINScHMIDT (1955, a, b) auf einer Wasseroberflache gespreitet. 
Hierzu wurde Lactalbumin als 0,05°/,ige Lésung in dest. Wasser benutzt. Die 
Wasserstoffionenkonzentration von Lactalbuminlésung und Wasser, auf welchem 
gespreitet wurde, war mit Salzsiure auf px 5,0 eingestellt. Auf den bakterienhaltigen 
Film wurden von oben her formvarbefilmte Netzblenden getupft. Bei der zweiten 
Untersuchungsreihe (Vorbehandlung der Stiémme: siehe b) wurde ein Tropfen einer 
Listeriensuspension auf eine Formvarfolie mit monomolekularem Lecithinfilm 
gebracht (FuHs 1960) und sofort wieder abgesaugt, so da} ein auBerst feiner Suspen- 
sionsfilm hinterblieb, der dann rasch eintrocknete. 

Alle Praparate wurden mit Wolframoxyd unter einem Winkel von 45° verhalt- 
nismaBig stark bedampft, mit Kohle verstiirkt und im Siemens-Elmiskop mit 
Doppelkondensor bei 80 oder 100 kV Strahlspannung beobachtet. Anfangs wurden 
Schirmbilder analysiert und Zellen mit unklarer Begeifelung fotografiert; spater 
wurden gréBere Priiparatbezirke bei niedrigster VergréBerung (etwa 1000:1) auf- 
genommen und unter einer binocularen Lupe bei zehnfacher VergréBerung aus- 
gewertet. Da die Untersuchung in erster Linie taxonomischen Zwecken diente, 
wurden nicht mehr Zellen beobachtet, als fiir die Beurteilung jedes Stammes in 
dieser Hinsicht notwendig war. 


Weitere Verfahren 


Zellwand- und Septenfirbungen wurden mit Tannin-Kristallviolett nach 
Rosrnow (HALz u. Bisset 1958) ausgefiihrt. 
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Ergebnisse 


Die Ergebnisse werden in zeitlicher Reihenfolge geschildert, so daB 
zunichst die kulturellen und serologischen (SEELIGER 1956/57) und 
anschlieBend die elektronenmikroskopischen Befunde (FuHs) erortert 
werden. 


1. Kulturelle und serologische Untersuchungsbefunde 


Die kulturellen und serologischen Untersuchungsergebnisse sind zu- 
sammenfassend in Tab.1 dargestellt. 


Tabelle 1. Ergebnis kultureller und serologischer Untersuchungen an L. monocytogenes- 
Stdmmen 


Beweglichkeit bei Agglutination in 


Stammbezeichnung ae ae ae H.Serum A,B 
Li 334 Typ 1 Het te Anchor ++ vat 
Li 613 Typ 1 esha ERLE et: ae 
Li 335 Typ 4b shdkek +a Bae b-bd 
B-2 (4b)? Sith Sn sap = Does 
B-3A (4b) oe sel OSL ++ +++ 
B-383 (4b-rauh) poe gi +e ++ 
B-5" (4b) =i; ss» = ++ (30°C) 
H-15A (4b) Soe ee +++ +++ se 
H-15¢ (4b) se bil = — +++ (22°C) 


1 In Klammern serologische Typzugehérigkeit, die bei der Antigenanalyse 
festgestellt wurde. 


Aus diesen Befunden ist ersichtlich, daB bei mehreren Staémmen die 
Beweglichkeit, gemessen an der fortschreitenden Triibung der halb- 
fliissigen Agarsaiule und an dem Verhalten der Kulturen im hingenden 
Tropfen, bei 37°C herabgesetzt war bzw. bei den Stémmen B-5 und 
H 15-c fast oder giinzlich fehlte. Die starke Temperaturabhingigkeit der 
Beweglichkeit kommt bei H 15-c auch dadurch zum Ausdruck, daB bei 
30°C ebenfalls keine Anzeichen aktiver Ortsverinderungen erkennbar 
waren. Kin etwas tiberraschendes Verhalten fand sich bei der Kultur 
B-5, die nur bei 30°C deutliche Beweglichkeit erkennen lieB, bei 20 bis 
22°C hingegen vollig unbeweglich blieb und bei dieser Temperatur auch 
keine H-Antigene bildete. 


In allen Féillen ging der Nachweis der Beweglichkeit mit der Bildung 
von GeiBelantigen einher, das in typisch flockiger Agglutination mit 
H-Serum AB von L. monocytogenes im Réhrchen wie auf dem Objekt- 
trager reagierte. Bei fehlender Beweglichkeit zeigten dagegen ,,H‘“‘- 
Antigene niemals Ballung im reinen AB-GeiBelserum. 
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2. Hlektronenmikroskopische Befunde 


Hinige Abimpfungen enthielten Zellen in der Rauhform, die durch 
ihre Gestalt (Fadenbildung) leicht zu erkennen waren und deshalb nicht 
weiter beriicksichtigt wurden. 

Wie eingangs bereits erwahnt, sind Listerien peritrich begeiBelt. 
Bei den eigenen Untersuchungen konnte bei keiner einzigen Zelle mit 
Sicherheit ein polarer GeiBel- 
ansatz nachgewiesen werden. 
Dagegen fanden sich hiaufig 
GeiBelansatze auf der Oberseite 
der Zellen (Abb. 1). 

Die weiter unten angegebe- 
nen GeiBelzahlen beziehen sich 
auf Einzelzellen, denn die ein- 
zelnen Bakterien sind offensicht- 
lich nicht durch Querwande un- 
terteilt. Abb.2 verdeutlicht das 
Fehlen von Septen bei Stamm 
In 613. 

Alle weiteren Befunde, ins- 
besondere das zahlenmaBige 
Verhaltnis begeiBelter zu unbegeiBelten Zellen sowie der jeweilige Be- 
geiBelungstyp sind in Tab.2 zusammengefaBt. 


Abb.1. Listeria monocytogenes, Stamm 613, 
GeiBelansatz auf der Zelle 


ee 
Abb.2. L. monocytogenes, Stamm 613 nach Membran- und Septenfarbung, lichtmikroskopische 
Aufnahme 


Die von Lxrrson (1960) beobachteten Anomalien hinsichtlich 
GeiBelzahl und -gestalt konnten im allgemeinen bestatigt werden. Nur 
der Stamm B-5, den Lurrson als geiBellos bezeichnet hatte, zeigte nach 
Ziichtung bei 22°C wenige Zellen mit einer einzigen GeiBel (Abb.3); bei 
37°C lieBen sich keine GeiBeln nachweisen. 

In der Untersuchungsreihe mit maximal beweglichen Keimen fanden 
sich gegeniiber dem Ergebnis der Voruntersuchung nicht unbetrachtliche 
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Unterschiede in der Beschaffenheit der normal begeiBelten Zellen. Wie 
aus den Abb.4 und 5 hervorgeht, waren nach den oben beschriebenen 
Passagen iiber Schwarmagar bei 22° praktisch alle Zellen vollstandig 


Tabelle 2. Ergebnisse elektronenmikroskopischer Untersuchung an Stdmmen 
von Listeria monocytogenes 


Bezeichnung des 
untersuchten 
Stammes 


1. Untersuchung (vgl. Text) 


2. Untersuchung (vgl. Text) 


pores ee Zihlung Anzahl) 2 3 Zahlung ae: . 
LEIF- lungs- | 2 &- : der r BS, 2 der GeiBel- 
SON Nr. | 2 S° | beseiBelt/ | Geigem| Seiseltyp |S Bo | begeibelt/ | Geigem| typ 
Boan r= a unbegeiBelt je Zelle s 5 unbegeiBelt je Zelle 
pa | pA 
B-3A 327 22 14/55 | 1,2,3 ver- 22 12/12 bis 4 | gerade 
schieden 
. 37 3/180 | 1 ver- 37 1/269 2  |gerade 
schieden 
B-3E 328 22 1/84 1 normal 22 34/123 1 | gerade 
37 15/139 | 1 gerade oT 0/225 
B-3E-3 | 329 | 32 8/138 | 1,2 ver- 22 aus- | 
schieden gefallen 
37 13/1077) 1 normal 37 0/177 
BS 330 | 22 8/250 | 1 ver- | 
schieden | 
37 | 12/500 | 2? 
B2 331 22 7/139 |1,(2,3)) normal 22 voll um 4 normal 
begeiBelt | 
37 |etwa50°/,| ver- | normal 37 | einzelne | ver- {normal 
schie- | begeiBelt | schie- | 
den den 
H15A | 332 22 2/106 | 4 normal y ; 
37 12/38 1 normal 
Hilic | 333 22 | 118/70 |1,(2,3)| gerade + 
37 5/138 | 1 normal 
334 22 voll | um4 | ver- 
begeiBbelt | schie- 
Yi ; hn ; 37 0/134 | den 
335 22 voll “um 4 normal 
begeibelt 
| 37 1/195 | 2 


begeiBelt; die GeifBeln waren wesentlich linger als vorher. RegelmaBig 
fand sich auch die eine oder andere Geifel um den Bakterienkérper 
gewickelt, so daB iiber die genaue Anzahl nichts ausgesagt werden kann. 
Die Anwesenheit fiinf- und sechsgeiBliger Zellen, wie sie LErrson u. 
PALEN (1955) bemerkt hatten, ist denkbar, ihre Zahl ist aber sicherlich 


nicht groB. 
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Wiederum war (vgl. Tab.2) die Tendenz zur Verminderung der 
GeiBelzahl bei hoheren Bebriitungstemperaturen deutlich ausgepragt. 


Abb. 3. L. monocytogenes, Stamm B 5, kultiviert bei 22°C. Zellen mit GeiBel; untere Zelle scheinbar 
polar begeiBelt 


Abb.4. L. monocytogenes, Stamm B 2, kultiviert bei 22°C. Starke BegeiSelung nach mehrfacher 
Passage tiber Beweglichkeitsagar 


Leider konnte der hier besonders interessierende Stamm B-5 in der 
zweiten, Reihe nicht mehr untersucht werden, da er inzwischen sowohl 
im hiesigen Institut als auch im Laboratorium von Prof. Lurrson 


(briefliche Mitteilung 1960) abgestorben. war. 
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Besprechung 
Die Beweglichkeit ist eines der Merkmale, die bei der Identifizierung 
von L. monocytogenes eine entscheidende Rolle spielen. Bekanntlich hat 
die ungeniigende Beobachtung gerade dieses Umstandes wiederholt zu 
Fehlbestimmungen und sogar zur Aufstellung neuer Corynebacterium- 
Arten gefiihrt (vgl. SzELIGER 1958). Die Beweglichkeit der Listerien 


Sg ee os P 
Abb. 5. L. monocytogenes, Stamm 335, kultiviert bei 22°C. Starke BegeiBelung nach mehrfacher 
Passage tiber Beweglichkeitsagar 


stellt unter anderem ein wichtiges differentialdiagnostisches Kriterium 
zur Abgrenzung gegen Lactobacillen, Hrysipelothrix und sogenannte 
Diphtheroide dar. Innerhalb der Gattung Corynebacterium, die vor- 
wiegend aus unbeweglichen Arten besteht, werden allerdings auch einige 
bewegliche Species gefiihrt, deren taxonomische Zugeh6rigkeit zu diesem 
Genus zumindest fraglich erscheint (SEELIGHR 1955). AuBer L. mono- 
cytogenes umfabt die Gattung Listeria wahrscheinlich noch eine weitere 
Species, die — ebenfalls beweglich — provisorisch als Listeria denitri- 
ficans bezeichnet wurde (SEELIGER 1961). 

Die Schliisselstellung des Beweglichkeitsnachweises bei der Listeria- 
Diagnostik rechtfertigt eine Uberpriifung aller Mitteilungen, in denen 
iiber das Vorkommen unbeweglicher L. monocytogenes-Stiimme berichtet 
wird. Aus diesem Grunde wurden schon bald nach Erscheinen der ein- 
gangs zitierten Arbeit von Lerrson u. PatEn (1955) Untersuchungen 
eingeleitet, die klaren sollten, ob die in dieser Mitteilung bei mehreren 
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Kulturen beschriebenen GeiBelanomalien bzw. die Unbeweglichkeit 
zweier Stamme die Annahme erlaubt, daB es auch innerhalb der Gattung 
Insterva unbewegliche Stiémme (Varianten?) gibt. Eine solche Erschei- 
nung ist bei beweglichen Hubacteriales an sich nicht ungewohnlich. Als 
Beispiele diirfen einzelne unbewegliche Arten der Gattung Salmonella 
(S. gallinarum-pullorum) sowie unbewegliche Varianten weiterer Species 
und Serotypen dieses Genus (8. paratyphi B und viele andere) ebenso 
herangezogen, werden wie die unbeweglichen Staémme der (meist beweg- 
lichen) Arten Escherichia coli und Proteus hauseri. 

Wie aus den vorstehenden Befunden ersichtlich, ist — in Uberein- 
stimmung mit anderen einschlagigen Berichten — bei L. monocytogenes 
eine deutliche Beziehung zwischen Beweglichkeit und Wachstums- 
temperatur nachweisbar. Wahrend bei Kérpertemperatur die Beweglich- 
keit meist vermindert ist und gelegentlich sogar fehlt, laBt sich bei 
einzelnen Stémmen — z. B. B-5 und H 15-c — nur in einem eng be- 
grenzten Temperaturbereich eine deutliche Beweglichkeit erkennen. Da- 
bei scheint der optimale Temperaturbereich nicht konstant zu sein. Der 
Stamm B-5 erwies sich z.B. bei den Untersuchungen von LxEIFrson u. 
PALEN stets als unbeweglich und unbegeiBelt. In den eigenen Kontrollen 
1956/57 war Beweglichkeit nur bei 30° C nachweisbar (nicht bei 20 bis 
22° C oder 37°C) und bei der Nachuntersuchung 1959/60 zeigten sich 
Bewegung nebst kiimmerlicher BegeiBelung bei Zimmertemperatur, 
wahrend bei 30° und 37° C Unbeweglichkeit mit fehlender BegeiBelung 
gekoppelt war. Neben der makroskopisch und mikroskopisch erkenn- 
baren Beweglichkeit wurde diese Aussage beim Stamm 5-5 auch in- 
direkt durch den Nachweis der spezifischen H-Agglutination und schlieB- 
lich durch den sparlichen Befund monotricher BegeiBelung im elektronen- 
optischen Bild erhartet. 

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen haben die von 
GRIFFIN u. Ropprns (1944) mittels der GeiBelfarbung erhobenen Be- 
funde bestitigt. Demnach besitzen die Zellen von L. monocytogenes 
maximal etwa vier peritrich angeordnete Flagellen. Bei h6heren Tempera- 
turen als 22°C, insbesondere bei 37° C, ist eine ausgepragte Tendenz 
zur GeiBellosigkeit erkennbar, die sich auch bei dem Vergleich der Anteile 
begeiBelter und unbegeiBelter Zellen im elektronenmikroskopischen, Bild 
manifestierte. 

Zur Zeit gibt es keine Anhaltspunkte dafiir, da L. monocytogenes- 
Stiimme permanent unbeweglich bzw. unbegeiBelt sind. Diesbeziigliche 
Befunde sind als Folge der angewandten Kultivierungsmethoden an- 
zusehen. Aus bisher durchgefiihrten Untersuchungen an iiber 1000 Stam- 
men kann vielmehr gefolgert werden, daB L. monocytogenes stets beweg- 
lich und somit auch begeiBelt ist. Allerdings sollte bei jeder Untersuchung 
dafiir gesorgt werden, daf durch geeignete Kulturverfahren eine 
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optimale BegeiBelung gewahrleistet wird. Bei permanent unbeweglichen 
grampositiven, Stibchen, die — wie die Erfahrung zeigt — nicht selten 
irrtiimlich als Listerien angesprochen werden, handelt es sich praktisch 
immer um Angehérige anderer Gattungen. 


Zusammenfassung 

Bei kulturellen, lichtmikroskopischen, elektronenmikroskopischen 
und serologischen Untersuchungen an L. monocytogenes-Stammen wurden 
friihere Angaben von GRIFFIN u. Ropprns (1944) iiber den BegeiBelungs- 
typ sowie die von Lrrrson u. PALEN (1955) beobachteten GeiBelanoma- 
lien bestitigt. Bei dem als unbeweglich und geiBellos beschriebenen 
Stamm B-5 wurden jedoch bei Zimmertemperatur unter geeigneten 
Ziichtungsbedingungen vereinzelt GeiBeln beobachtet. Der Stamm war 
schwach beweglich und ergab mit Listeria-H-Faktorenserum eine deut- 
liche GeiBelagglutination. Bisher erwiesen sich iiber 1000 gepriifte 
L. monocytogenes-Stimme als beweglich, so daB kein AnlaB besteht, mit 
dem Vorkommen unbeweglicher Stémme dieser Art zu rechnen, voraus- 
gesetzt, daB die Untersuchungen mit optimaler Methodik bei Ziichtungs- 
temperaturen zwischen 20—30° C vorgenommen werden. 


Wir danken Fraulein F. SuLzBACHER fiir ihre wertvolle Mitarbeit. 
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Aus dem Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz 
der Georg August-Universitat Gottingen 


Ein Beitrag zur Kenntnis der Variabilitit 
von Phytophthora infestans (Mont.) de Bary* 


Von 
PETER WILDE 


Mit 4 Textabbildungen 
(Hingegangen am 11. Mai 1961) 


Die physiologische Spezialisierung des Phycomyceten Phytophthora 
infestans (Mont.) de Bary, des Erregers der Kraut- und Knollenfaule der 
Kartoffel, ist seit ihrer Entdeckung durch Scutck (1932) vor allem im Hin- 
blick auf die Resistenzziichtung Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. 

Heute sind neben den physiologischen Rassen, welche die Resistenz- 
gene R1, R2, R3 und R4 bzw. deren Kombination iiberwinden 
(Nomenklatur nach Biack, MasTeNBROEK, Mitts u. Pererson 1953), 
noch weitere nicht definierte Rassen bekannt (vgl. GALLEGLY u. NIEDER- 
HAUSER 1959). 

Wahrend REeppick u. MIxLts (1938) sowie DE Bruyn (1952) die Ent- 
stehung neuer physiologischer Rassen auf nicht naher definierte Adapta- 
tion zuriickfiihren, betonen THurston u. Erpn (1952 und 1953) u.a., 
daB ,,neue“‘ Rassen auf einem gegen die Hauptmenge des Infektions- 
materials resistenten Wirt ausgelesen werden. In diesem Sinne miissen sie 
entweder schon in geringen Mengen in der Ausgangspopulation vorhanden 
oder durch Mutation, Hybridisation oder Heterokaryose entstanden sein. 

Buack (1952a und b) vertritt die Ansicht, daB diese Rassen durch 
Mutationen entstehen. Solche treten bei Pilzen haufig auf (vgl. GAv- 
MANN 1951; SraKMAN u. HarrarR 1957; JoHNson 1960); ihr experi- 
menteller Nachweis in der Gattung Phytophthora gelang BUDDENHAGEN 
(1958), der morphologische und ernaéhrungsphysiologische Mutanten von 
P. cactorum erzeugen konnte. Mutanten von P. infestans wurden noch 
nicht experimentell erzeugt?. 

* D7. Kurzfassung der gleichnamigen Dissertation der Landwirtschaftlichen 
Fakultat der Universitat Gottingen. 

1 Nach Abschlu&B unserer Versuche berichtete CurrzaNipis (1960) von ver- 
geblichen Versuchen, durch Bestrahlung und anschlieBende Passage tiber Tomaten- 
bzw. Kartoffelblitter (Sorte M 4431-5, R4) die physiologische Rasse R0 des 
Pilzes mutativ zu verandern. GranHam u. Mitarb. (1960) berichteten kiirzlich tiber 
Mutationen des Pilzes bei Passage tiber anfillige Stadien (stark sukkulente sowie 
altere, gelbwerdende Blatter) eines gegen die Ausgangsrasse des Pilzes resistenten 


Kartofftelklons. 
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Nachdem Cirnton (1911) bereits vereinzelt Oosporen des Pilzes 
beobachten konnte, steht auf Grund neuerer Untersuchungen von Ga- 
LINDO u. GALLEGLY (1958), GALLEGLY u. GaLrNpo (1957 und 1958), 
Smoot, Govan, Lamry, EIcHENMULLER u. GALLEGLY (1958) sowie 
GaLInDo u. GaLLEGLy (1960) fest, daB, soweit die natiirlichen Voraus- 
setzungen fiir die Bildung von Oosporen gegeben sind, neue physio- 
logische Rassen des Pilzes durch Hybridisation entstehen kénnen. 

Die Entstehung von physiologischen Rassen mit breiterem Wirts- 
spektrum durch Heterokaryose als Folge von Hyphenfusionen ist fiir 
P. infestans noch nicht erwiesen, wird jedoch von GAUMANN (1951) und 
Buxton (1959) fiir wahrscheinlich gehalten. 

Aufgabe unserer Untersuchungen war die experimentelle Erzeugung 
von Mutanten in bezug auf die spezifische Pathogenitaét. Ferner wurden 
Voruntersuchungen zur Frage, ob Hyphenfusionen zur Entstehung neuer 
Varianten bzw. Rassen beitragen konnen, unternommen. 

SchlieBlich wurde untersucht, ob sich die erzielten Mutanten durch 
spezifische Nahrstoffanspriiche in kiinstlicher Kultur unterscheiden. Der- 
artige Unterschiede zwischen physiologischen Rassen (FRENCH 1953 und 
Hopason 1958) konnten von HENNINGER (1959) sowie THURSTON, 
WILDE u. Supra (1959) nicht wieder festgestellt werden. 


Material und Methoden 


1. Pilzmaterial und Laboratoriumskultur 


Fiir die Untersuchungen wurde weiterhin von einem Isolat der physiologischen 
Rasse R1 (Isolat 469 N) ausgegangen, welches 1957 in Minnesota/USA isoliert 
wurde, sowie von dem Isolat 127 g 1, welches ein 1959 von dem Isolat 469 N ge- 
wonnenes Einzelzoosporenisolat gleicher Rassenzugehérigkeit darstellt. Zu ein- 
zelnen Versuchen wurde auferdem das Isolat 470 N (Rasse R 4) herangezogen, 
welches ebenfalls 1957 in Minnesota isoliert wurde (vgl. THuRsToN, WILDE u. 
Supra 1959). Alle Kulturen wurden urspriinglich auf Limabohnen-Agar nach 
THuRSTON (1957), spiter auf einem entsprechenden Phaseolus-Agar kultiviert; 
auf diesem Nihrboden wuchsen sie tiglich 10—20 mm und bildeten ein kriftiges 
Luftmycel sowie zahlreiche Sporangien. Zur Erhaltung der Pathogenitiit miissen 
jahrlich eine oder zwei Passagen iiber Kartoffelblitter eingeschaltet werden. 

Fiir Versuche bendtigte Sporangien des Pilzes wurden nach THuRSTON (1957) 
auf mit Leitungswasser autoklavierten unzerkleinerten gelben Erbsen erzeugt. 
Fir Infektionen an Pflanzen wurde auch Sporenmaterial von Kartoffelbliittern 
benutzt, welche in mit feuchtem Filterpapier versehenen Petrischalen ausgelegt 
worden waren. 

Fir Wachstumsversuche wurden 9 cm-Petrischalen mit definierten syntheti- 
schen Nihrbéden beschickt und mit 3x3 mm grofen Bohnenagarstiicken beimpft, 
welche etwa 5 mm hinter dem Rand einer lebhaft wachsenden Kolonie entnommen 
worden waren. Der Koloniedurchmesser wurde am 3., 5. und 7. Tag iiber Kreuz 
gemessen und der Mittelwert protokolliert. Das ,,tigliche Wachstum‘ der Kolonie 
entspricht der Differenz der MeBergebnisse des 3. und 7. Tages, bzw. des 5. und 
7. Tages, wenn der Pilz am 3. Tage noch nicht meBbar gewachsen war. Die Stiirke 
der Mycelentwicklung wurde am Ende des Versuches gesondert beurteilt. 
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Die diesem Verfahren anhaftenden Mangel sind offensichtlich: Das submers 
wachsende Mycel bleibt unberiicksichtigt; die Starke der Mycelentwicklung wird 
nur subjektiv festgestellt. Die Bestimmung des Myceltrockengewichtes in Flissig- 
keitskulturen wiirde zwar die Gewinnung konkreterer MeBwerte erlauben, aber 
abgesehen von der betrachtlichen Mehrarbeit andere Nachteile aufweisen; aus 
Agar bestehende Inocula sinken zu Boden, der Pilz entwickelt sich nur schwach. 
Mycelflocken schwimmen auf der Oberfliche, sind jedoch hinsichtlich ihrer GréBe 
schlecht standardisierbar; die Beimpfung mit Sporangiensuspensionen ist wegen 
des Auszihlens der Sporendichte zu arbeitsaufwendig, so daB die Versuchsanlage 
sich tiber langere Zeit erstrecken wiirde. Daher wurde, wenn auch mit Bedenken, 
die Schalenmethode gewahlt?. 


2. Priifungen an lebenden Pflanzen 


Als Testsortiment dienten folgende Klone, fiir deren Uberlassung wir Herrn 
Dr. MasrenBroek, Pflanzenzuchtstation Hoofddorp, Holland, zu Dank verpflichtet 
sind: CB 43154-5 (R.1); CB 44158-4 (R 2); CB 4642-1 (R3); CB 4431-5 (R 4). 

Als allgemein anfiallige R 0-Pflanzen wurden als Kontrolle und auch fiir Passage- 
kulturen institutseigene Kartoffeln der Sorte ,,Erdgold‘‘ verwendet. Die Pflanzen 
wurden von Mai bis August im Gewiachshaus bei Temperaturen von 15—25° C 
in 10 em-Tépfen nach Vorkeimung herangezogen und im allgemeinen 3—6 Wochen 
nach dem Auspflanzen zu Versuchen verwendet; in EHinzelfallen wurden auch 
altere Pflanzen benutzt. Altersbedingte Unterschiede in der Anfalligkeit gegen die 
Krankheit wurden nicht sichtbar. Fiir die emzelnen Versuche wurden nach Méelich- 
keit gleichalte und gleichgroBe Pflanzen benutzt, die sich auch in der Anzahl der 
Blatter nicht wesentlich unterschieden. Da in den Infektionsversuchen ein kleiner 
Prozentsatz von Mutanten oder von durch Heterokaryose entstandenen Neu- 
bildungen gefunden werden sollte, wurden trotz der dadurch relativ grofen Menge 
benétigten Pflanzenmaterials stets ganze, eingetopfte Pflanzen inoculiert. 

Zur Inoculation wurden die Pflanzen auf den Boden gelegt und durch Uber- 
brausen mit Leitungswasser angefeuchtet sowie von anhaftendem Staub befreit. 
Dann wurden die Blattunterseiten mittels eines Zerstéubers mit 50 ml einer 
Suspension inoculiert, die teils Sporangien, teils Zoosporen enthielt, wie bei den 
einzelnen Versuchen angegeben. 

Unmittelbar nach der am Abend durchgefiihrten Inoculation wurden die 
Pflanzen bis zum nichsten Morgen in feuchte Kammern im Gewachshaus gestellt. 
Die Inoculationen wurden erst vorgenommen, wenn die Temperatur im Gewachs- 
haus weniger als 20° C betrug. Die inoculierten Pflanzen wurden direktem Sonnen- 
licht nicht ausgesetzt. 

Die Auswertung der Versuche erfolgte 4—7 Tage nach der Inoculation in 
Anlehnung an ein unver6ffentlichtes Schema von THURSTON 1957: 


iM = Sehr kleine nekrotische Flecke, welche ohne optische Hilfsmittel gerade 
noch wahrnehmbar sind. 

1 — Kleine nekrotische Flecke von weniger als 1 mm @, welche sich nicht 
mehr vergréBern. 

D = Ldsionen von 1—3 mm @, welche sich unter Umstanden jedoch nicht 


mehr vergroBern. 


1 Die Nahrbéden wurden 15 min unter 1,2 atm Druck autoklaviert, wobei die 
zu priifenden Substanzen, besonders Aminosiuren, stets einzeln autoklaviert und 
dem tibrigen Nahrboden kurz vor dem GieBen der Schalen hinzugeftigt wurden. 
Es wurde grundsitzlich ausgefaultes und gewaschenes Agar nach WINOGRADSKY 


(sieche JANKE 1946) benutzt. 
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3 = Lasionen von mehr als 3mm @, welche sich noch bis zum Abfallen 
des Blattes unbegrenzt vergréBern. 
1Mu.t = Hypersensitivreaktion der Pflanze. 


2u.3 = Anfialligkeitsreaktion der Pflanze. 

- = Weniger als 10 Liasionen je Pflanze. 
++ = 10—20 Lisionen je Pflanze. 

+++ = 20—500 Lasionen je Pflanze. 


++++ = Mehr als 500 Lisionen je Pflanze. 
Wo es notwendig erschien, wurde die genaue Anzahl der Liasionen notiert. 

Vorliegendes Beurteilungsschema wurde den in Deutschland gréBtenteils fiir 
Zwecke der Resistenzziichtung benutzten Benotungen bewuBt vorgezogen, weil 
diese uns zu ungenau erschienen und nur eine relativ subjektive Beurteilung er- 
lauben, wie an zwei Beispielen erkliirt sein mége: LeHMANN (1938) unterscheidet 
1. kein Befall; 2. vereinzelte, wenig ausgedehnte Befallsstellen mit keiner oder nur 
schwacher Sporangienbildung; 3. zahlreiche, weit ausgedehnte Befallsstellen mit 
starker Sporangienbildung. FRANDSEN (1956) bedient sich einer Beurteilungsskala 
von 0—5 (kein Befall bis sehr starker Befall). Uns lag dagegen an méglichst genauer 
Erfasstng des Befallstyps und der Anzahl der Lasionen. 

Bei der Errechnung von Mutationsraten wurde die Anzahl der Liisionen auf 
den gegeniiber allen pathogenen Isolaten hochanfilligen ,,Erdgold‘‘-Pflanzen gleich 
100°/, gesetzt und die Anzahl der Liisionen auf den iibrigen Klonen darauf bezogen. 

Zur Ausschaltung spontaner Infektionen im Gewachshaus wurde nur im V: 
raum des Gewiichshauses inoculiert. Samtliches befallene Pflanzenmaterial 
nach Versuchsence sterilisiert und vernichtet. An den noch nicht infizierten Pflanzen, 
welche unmittelbar neben den Versuchen standen, wurden niemals Spontan- 
infektionen festgestellt. 


3. Bestrahlungsversuche und Isolierung abweichender Typen 


Als mutationsauslésendes Agens diente ultraviolettes Licht von der Wellen- 
linge 2500—2600 A aus einer in 10cm Abstand vom bestrahlten Material an- 
gebrachten 30 Watt Philips-T.U.V.-Leuchtréhre. In friiheren, nicht veréffent- 
lichten Untersuchungen erwies sich ultraviolettes Licht dieser Wellenlinge ioni- 
sierenden Strahlen (von Polonium 210 emittierten Alpha-Strahlen) hinsichtlich der 
Erzeugung von Sektoren tiberlegen. 

a) Auf Bohnenagar in 9 cm-Petrischalen im Wachstum befindliche Kolonien 
des Pilzes wurden zur Erzeugung von Sektoren fiir verschiedene Zeiten bei ge- 
6ffneten Schalen bestrahlt, wenn sie einen Durchmesser von etwa 20 mm erreicht 
hatten. 

b) Sporangien des Pilzes wurden mit verschiedener Dauer bestrahlt. Die Ver- 
suche wurden in drei technischen Varianten durchgefiihrt: 

«) Die Sporangien befanden sich auf der Oberfliiche von Bohnenagar in Petri- 
schalen, wo sie nach der Bestrahlung zur Auszihlung des Prozentsatzes normal 
und anomal gekeimter Sporangien verblieben. 

B) Die Sporangien waren in waBriger Lésung suspendiert, welche nach der 
Bestrahlung zur Inoculation des Testsortiments verwendet wurde. 

y) Die Sporangien befanden sich noch als Sporenrasen auf der Unterseite 
infizierter Kartoffelblitter und wurden erst nach der Bestxaleang abgeschwemmt 
und zu Infektionsversuchen verwandt. 

c) Der Pilz wurde 12 Std nach der Infektion mit Sporangien fiir verschiedene 
Zeiten an der Pflanze bestrahlt. 

d) Kine Sporangiensuspension des Pilzes wurde fiir 2,5 Std Dauer einer Tem- 

peratur von 12° C ausgesetzt, um Zoosporen zu gewinnen (CrostER 1934), welche 


Kenntnis der Variabilitat von Phytophthora infestans (Mont.) de Bary 167 


anschlieBend und unmittelbar vor Verwendung zur Inoculation von Pflanzen in 
waBriger Lésung bestrahlt wurden. 

Zur Isolierung von Mutanten aus dem Verfahren (d) werden vom Rande der 
Liasionen Blattstiicke von etwa 10 mm? Gréfe derart herausgeschnitten, daB sie 
zur Halfte aus noch gesund aussehendem Gewebe bestehen. Ihre Oberfliiche wird 
3 min in gesattigter Chlorkalklésung desinfiziert, in sterilem Wasser nachgewaschen, 
auf Bohnenagar iiberfiihrt und nach 2—3 Tagen, wenn sich die ersten Hyphen 
zeigen, mit etwa 3mm starken Agarscheiben bedeckt. Die Pilzhyphen wachsen 
durch das Agar an die Oberfliche, wobei sie die anhaftenden Bakterien abstreifen. 
Nach etwa 24 Std kénnen einzelne Hyphenspitzen unter dem Mikroskop isoliert 
werden. (Unveréffentlichte Methode von GAERTNER; kombiniert nach Mereprru 
1940 und Sterx 1945.) 


Ergebnisse 
I. Versuche zur Erzeugung abweichender Typen 
durch Bestrahlung 


a) Bestrahlungsversuche an M ycelien und Keimschlaiuchen 
«) In Kulturen sollten durch Bestrahlung von Kolonien Sektoren 
erzeugt und auf abweichendes Infektionsverhalten hin ausgetestet 


Abb.1. Durch ultraviolette Strahlen hervorgerufene Sektoren (Isolat 469 NV) 


werden. In 32 Experimenten mit insgesamt 1428 Kolonien auf Bohnen- 
agar mit den Reprasentanten der physiologischen Rassen R 1 und R 4 
(Isolate 469 N und 470 N) konnten 143 Sektoren gewonnen werden. 
Eine Bestrahlungsdauer von 20 min eignete sich am besten zur Er- 
zeugung von Sektoren; bei langerer Bestrahlungsdauer wurde das Luft- 
mycel der Kolonien abgetdtet. Sektoren waren nur auf dunklem Unter- 
grund erkennbar; sie unterschieden sich von der Mutterkolonie ent- 
weder durch schnelleres Wachstum oder durch geringe Veranderung der 
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Ausbildung des Luftmycels: das der Sektoren war meistens dichter, 
selten auch lockerer als das der Mutterkolonie (siehe Abb. 1). 

Die Priifung zahlreicher ,,Sektoren‘‘ auf dem Testsortiment lieB in 
keinem Fall eine Veradnderung der Spezialisierung oder eine Erhohung 
der Virulenz erkennen. Bei einer Anzahl von Sektoren war die Virulenz 
herabgesetzt; einige waren tiberhaupt nicht mehr dazu fahig, Infektionen 
hervorzurufen. Es sei aber offengelassen, ob es sich um mutativen 
Virulenzverlust handelt oder um eine Abschwachung der Virulenz durch 
mehr als sechsmonatige Kultur des Pilzes auf Laboratoriumsnahrbéden, 
wie sie auch in anderen Fallen 
bei P. infestans auftritt. Jeden- 
falls erwies sich dieser Weg zur 
Erzeugung von Mutanten als un- 
geeignet. 

B) Kin Versuch, den Pilz 12 Std 
nach der Inoculation an den 
Blattern der Testpflanzen zu be- 
strahlen, um Mitosen in den ein- 
dringenden Keimschlauchen zu 

treffen, scheiterte daran, dab 
W530 6070 3 3% ‘schon durch eine Bestrahlung 


TO OU, 
UV-Bestrohiung sec von nur 10sec Dauer irreversible 
Abb.2. Wirkung der UV-Bestrahlung auf die Schaden an der Pflanze hervor- 
direkte Keimung von Sporangien. ————— Kei- - 1 a 
mung normal; SS ee. Keimung anomal; gerufen wurden. Diese Schaden 


a Keimung insgesamt aéuBerten sich schon 24 Std nach 
der Bestrahlung in einer schwarz- 
lichen Fleckung der Blatter, die nach weiteren 2 Tagen abgewelkt waren, 
ehe eine Infektion durch den Pilz sichtbar wurde. Nicht infizierte Pflanzen 
zeigten, dieselben Schaden; deswegen erwies sich auch diese Methode als 
ungeeignet!. 
b) Bestrahlungsversuche an Sporangien 
Die Keimfahigkeit der Sporangien, welche auf die Nahrbodenober- 
flache verteilt bestrahlt wurden, war bei der Auszihlung nach 24 Std 
je nach der Bestrahlungsdauer mehr oder weniger stark herabgesetzt. 
Die normale Keimfahigkeit betrug 55°/); nach 60sec Bestrahlung 
keimten keine Sporangien mehr normal. In der unbestrahlten Kontrolle 
keimten 7,5°/) der Sporangien anomal, d. h. mit besonders kurzen Keim- 
schliuchen, welche eigenartige Verzweigungen und Schwellungen zeigten. 
Der Anteil anomal ausgekeimter Sporangien stieg bis zu einer Be- 


1 Ahnliche durch UV-Bestrahlung hervorgerufene Schiiden wurden auch von 
BAWDEN u. KiEczKowskt (1952) an Bohnenblittern beobachtet; diese traten 
jedoch nicht auf, wenn die Blatter nach der Bestrahlung belichtet wurden (Photo- 
reaktivierung). 
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strahlungsdauer von 30 sec auf 27°/, an und sank bei einer Bestrahlungs- 
dauer von, 60 sec auf unter 5°/, (siche Abb. 2). So geschaddigte Sporangien 
k6énnen sich weder auf Nahrbéden weiterentwickeln noch Infektionen 
an Pflanzen hervorrufen. Damit erwies sich auch diese Methode zur 
Erzeugung von Mutanten als ungeeignet. 


c) Bestrahlungsversuche an Zoosporen 


Als kleinste verfiigbare genetische Einheiten des Pilzes wurden 
zwecks Mutationsauslosung schlieBlich Zoosporen bestrahlt. Je 1 ml der 
Zoosporensuspension in destilliertem Wasser wurde in den Unterteil 
einer 9 cm-Petrischale gegossen und in 10 cm Abstand unter der UV- 
Leuchtrohre aufgestellt. 

Zur Feststellung der Wirksamkeit der ultravioletten Strahlen wurden 
die Zoosporen zunachst verschieden lange bestrahlt und die Uberlebens- 
rate bei den verschiedenen Bestrahlungszeiten festgestellt. Als Kriterium 
fiir das Uberleben wurde 


die Fahigkeit angesehen, Tabelle 1. eg der UV -Bestrahlung 
an R 0-Pflanzen (Sorte Aa 
ce eer Bestrahlungszeit | Uberlebende Zoosporen des Isolates 
ree : eee cme in sec 469 N (R.1) in °/, der Gesamtmenge 
yp £ oaer ervorzu- 

rufen (siehe Schema auf a oe 
S. 165—166). (Vgl. Tab. 1.) 40 1.0 

Die Ergebnisse der ein- 60 0.2 
zelnen Versuchsreihen, 90 0,1 


schwankten bei langerer 

Bestrahlungsdauer nur wenig; nach Bestrahlung von 15 sec lagen da- 
gegen die Uberlebenswerte zwischen 10 und 90°/,; da dieser Wert im 
steilsten Teil der Absterbekurve um deren Wendepunkt liegt, diirfte 
sich dies aus der individuellen Variation der Zoosporen erklaren, welche 
wahrscheinlich einer Normalverteilung entspricht. 

«) Zunachst wurden méglichst viele Isolate von den eine Bestrahlungs- 
dauer von 30sec iiberlebenden Zoosporen auf Bohnenagar in Kultur 
genommen. Allerdings waren einige Isolate durch léngere Kultur auf 
kiinstlichen Nahrbéden bis zur Austestung avirulent geworden, bei den, 
iibrigen war keine Anderung der spezifischen Pathogenitat aufgetreten. 
Die Identifizierungsversuche wurden daraufhin abgebrochen und ein Teil 
der Isolate lediglich zu ernahrungsphysiologischen Versuchen heran- 
gezogen. 

6) Auf Grund der Erfahrungen aus der ersten Versuchsreihe wurde 
nunmehr ein Verfahren gewahlt, welches bei relativ hoher Uberlebens- 
rate der Zoosporen die rasche Erkennung von Mutanten auf dem Test- 
sortiment sowie ihre rasche Isolierung und Austestung erlaubte. Wir 
gingen hierzu von einer Bestrahlungsdauer von 15 sec aus, da bei dieser 

(ye 
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bereits Mutationen ausgelést werden kénnen und die Uberlebensrate 
von durchschnittlich 50°/, eine fiir unmittelbare Infektionsversuche aus- 
reichende Menge infektionstiichtiger Zoosporen liefert. 


Mit der bestrahlten Zoosporensuspension wurden zunichst R 0-Pflanzen inocu- 
liert; dann wurden die infizierten Blatter, als sich nach 4—5 Tagen Liasionen von 
iiber 3mm @ gebildet hatten, zwecks Sporangienbildung des Pilzes fiir etwa 
30 Std in feuchte Kammern gelegt. Die Sporangien wurden anschlieBend in dest. 
Wasser suspendiert und zur Inoculation des Testsortiments verwendet. Es ergab 
sich also folgende Versuchsanordnung: 


Bestrahlung 
il Inoculation } ., Inoculation 
Pporany. } > Zoosporen > von Sporan: } des 
a R 0-Pflanzen ae Testsortiments 


Damit wurde erreicht, daB die Mutanten sich auf den R 0-Pflanzen 
vermehren konnten, ehe sie auf das Testsortiment gebracht wurden: 
dadurch wurde die Wahrscheinlichkeit erhdht, daB& die Mutanten auf 
einen Testklon appliziert wurden, gegeniiber dem sie auf Grund der 
Mutation pathogen geworden sein kénnten. 


Versuchsreihe 1 
Bestrahlungsversuch an einem Isolat der physiologischen Rasse R1 


Es wurde mit einer Rasse gearbeitet, bei welcher Stérung der Ver- 
suche durch Fremdinfektionen nicht zu befiirchten war. Nach FRAND- 
SEN (1956) sowie R. Scutck, E. Scutck u. HAUSSDORFER (1958) herrscht 
im hiesigen Kartoffelanbaugebiet die physiologische Rasse R 4 vor, wes- 
halb wir von der Verwendung dieser Rasse absahen. Allerdings war, 
erst in der zweiten Augusthalfte 1960, im Géttinger Raum sogar die 
physiologische Rasse R 1, 2,4 vertreten. Zu diesem Zeitpunkt waren 
unsere Versuche bereits beendet. Im Jahre 1959 war die Krankheit 
auf Grund der warmen und trockenen Witterung im Felde iiberhaupt 
nicht aufgetreten. Die im Gewachshaus aufgestellten Kontrollpflanzen 
zeigten nie spontane Infektionen durch P. infestans zur Zeit der Versuchs- 
durchfiihrung. 

Bei dem zu den Bestrahlungsversuchen verwendeten Isolat 127 g 1 
der Rasse R 1 handelt es sich um ein hinsichtlich der spezifischen, Patho- 
genitat genetisch einheitliches Material, wie die unbestrahlten Kon- 
trollen in allen Versuchsreihen zeigten (Tab. 2). 

Die Ziffern und Kreuze in den Tabellen beziehen sich auf das auf 8. 165—166 ge- 
gebene Beurteilungsschema, wobei 2 und 3 eine Anfilligkeitsreaktion der Pflanze be- 
zeichnen. Die Kreuze beziehen sich auf die Zahl der Liisionen je Pflanze (+ = 1—10 
++ = 10—20, +++ = 20—500, ++++ => 500). In den Fallen, in denen 
keinerlei Reaktionen an den Testpflanzen zu erzielen waren, erscheinen in den 
Tabellen Nullen. Wo es notwendig erschien, ist unter diesen Zeichen die Anzahl 


der Lasionen in Klammern vermerkt. Wurden in den Versuchen zwei Pflanzen 
desselben Klones verwendet, so sind die betreffenden Zeichen und Zahlen in den 
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Tabelle 2. Austestung des Isolates 12791 (Rasse R1 ) 


Beurteilung an der Pflanze 


Exp. Inoculation 
Nr. mit RO R1 Rea . ke. a. Ra 
a a a a a 
1 Sporangien 3+++ 3++ 0 0 0 
2 Sporangien 3++ 3+4 0 0 0 
3 Sporangien 3+++ 3+++ oO}  @ 0 
4 Zoosporen 3+++ ; 3+4 0 0 0 
5 Zoosporen. 34 aaa se 0 0 0 
6 Zoosporen 3+++ 3++ 0 0 0 


Tabelle 3. Bestrahlungsversuche am Isolat 12791 (Rasse R1) 


Beurteilung an der Pflanze ezei 
aD ee 
RO Ri R2 R38 R4 Mutanten 
1 3+++ 3) de de oe 2+ 0 0 T 1-1 bis 
(etwa 300) (etwa 100) (3) T 1-3 
2 oe) eee 3+ 0 0 0 
(40) (2) 
3 34+4++ 3+ + 0 0 0 
(100) (60) 
-- 2+ | 0 0 0 
(3) 
4 34+++ 3+4++ 384+4+,2+ 0 0 T 4-1 bis 
(120) (54) (4) T 4.4 
5 3844+ 3844+ 34+4+,2+ 0 0) T 5-1 bis 
(etwa 200) (etwa 200) (18) T 5-18 
6 34+4++ 3+4++ 3++ 0 0 T 6-1 bis 
(etwa 160) (etwa 90) (13) T 6-16 
— Gap ese 3+ 0 0 
(etwa 40) (3) 
7 Bap ae 3+++ 3+ 0 0 DTI 
(206) (50) (1) 
8 — 384+ 3+ 0 0 T 8-1 
(12) (1) 
— 3+ — 0 0 
(8) 
9 3++4+,24 34+++4, 24 3+ 0 0 T 9-1 und 
(17) (32) | (2) 922, 
10 384+4++4+ 3+ | 2+ 0 0 T 10-1 und 
(47) (3) | (2) T 10-2 
as eee 0 0 0 
(12) 
11 B+++ 3B+4++ 34+,2+ 0 2+ T 11-1 bis 
(etwa 150) (etwa 300) (6) (1) T 11-13 
B+++ 34+4++ 3+,2+ 0 0 
(etwa 150) (etwa 100) (6) 
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Tabelle 3 (Fortsetzung) 


Beurteilung an der Pflanze Bezeichnung 


zs der 
Nai R1 Mutanten 
nn LLL 
12 344 34:44. wal 3+ bohca 0 T 12-1 bis 
(90) (40) | (3) | T 12-3 
344+ 34+4++ 0 | 0 | 0 
(20) (20) | 
13 324) 344-0 3+ 0 0 T 13-1 bis 
(etwa 150) (etwa 220) | (9) | T 13-13 
3444 Sok i 4 oa Te | 0 
(etwa 180) | (etwa 100) (4) 
14 Sate oe ll ee 0 0 T 14-1 bis 
(70) (40) (4 | T 14-11 
3+4++ Sade |) Se, Bile Oe 2D 
(125) (30) | (10) | 
15 344+ 384+4+4+ | 2+ 0 2+ T 15-1 bis 
(etwa 60) (etwa 60) | (8) | (1) 115-9 
34+4++ be ee ra | 0 0 0 
(30) | (etwa 60) 
16 Saba |) SoS eee) ge 2 0 0 T 16-1 bis 
(50) (25) (2) T 16-14 
_ -- 3++ ; = — 
(12) 


Tabellen untereinander angeordnet. Ein Strich (—) deutet an, daf eine Pflanze 
des betreffenden Klones nicht vertreten war. 

Die Bestrahlungsversuche am Isolat 127g 1 (Rasse R1) sind in 
Tab. 3 wiedergegeben. Die durchschnittliche Anzahl der Lasionen betrug 
demnach a) an RO-Pflanzen: 113,3 Lasionen/Pflanze = 100,00°/); 
b) an R 2-Pflanzen: 4,2 Lasionen/Pflanze = 3,70°/,; c) an R 4-Pflanzen: 
0,08 Lasionen/Pflanze = 0,07°/o. 

Es wurden also zahlreiche Mutanten erzielt, welche an den R 2- und 
R 4-Pflanzen Lasionen vom Anfalligkeitstyp hervorriefen. An R 3- 
Pflanzen konnten keine Lasionen erzielt werden. 


Versuchsreihe 2 


Bestrahlungsversuche mit einem Isolat der physiologischen Rasse R 1,2 


Kine der in der vorigen Versuchsreihe erhaltenen Mutanten, die 
Mutante 7' 1-1 (Rasse R1,2, siehe Tab.7) wurde zu weiteren Be- 
strahlungsversuchen herangezogen, um festzustellen, ob daraus weitere 
Mutanten mit breiterem Wirtsspektrum entstehen kénnen. Die Ver- 
suchsanordnung wurde beibehalten mit der Einschrinkung, daB zu 
einzelnen Versuchen wegen Mangel an R 0-Pflanzen die bestrahlte Zoo- 
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Sporensuspension direkt zur Inoculation des Testsortiments verwendet 
wurde; solche Versuche sind in der folgenden Tabelle mit (x) bezeichnet 
(siehe Tab. 4). Die durchschnittliche Anzahl der Lasionen betragt dem- 


Tabelle 4. Bestrahlungsversuche am Isolat T 1-1 (Rasse R 1,2) 


Beurteilung an der Pflanze 


Nr. RO Ri feo ae : 
1 84+4++ 344+ Bele 0 0 
(20) (10) (173) 
== =a = 0 0 
2 34+4++ 3+4++4+ 3+4+4 0 0 
(99) (21) (47) 0 0 
3x 3444+ 34++ 3 0 0 
(176) (141) (210) 0 0 
4 3844+ 3844+ 3+ 0 0 
(87) (26) (62) 0 0 
5 3+ + 3++ 3+4++ 0 3+ 
(15) (13) (29) 0 (1) 
0 0 
0 0 
6 Shab ae = Bee see Be db se 0 3+ 
(126) (40) (60) (1) 
0 0 
7x 34+4 3p oe Bb dee 0 34 
(206) (24) (76) (1) 
a — = 0 0 
(88) 
8x Bae ae = = 0 0 
(etwa 300) 
3+4++ = = 0 0 
(etwa 250) 
9 3+++ = = 0 0 
(70) 
3+ ++ = = 0 0 
(68) 
10x 34+++ 3 38+++ 0 0 
(104) (49) (64) 0 0 
Hibs 34+++ 3 + 3 + | 0 0 
(etwa 200) (etwa 300) (etwa 300) 0 0 


nach a) an R 0-Pflanzen: 124,1 Lasionen/Pflanze = 100,0°/); b) an R 4- 
Pflanzen: 0,13 Lasionen/Pflanze = 0,1°/. 

Auch in dieser Versuchsreihe konnten einige Mutanten erzielt werden, 
welche an den R 4-Pflanzen Lasionen vom Anfalligkeitstyp hervorriefen. 


An R3-Pflanzen konnten, keine Lasionen erzielt werden. 
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IIT. Versuche tiber die Méglichkeit der Rassenneubildung 
in Mischkulturen 


Um zu priifen, ob bei P. infestans eine Rassenneubildung durch 
Heterokaryose erfolgen kann, wurden mit den Mutanten 7' 7-17 (Rasse 
R 1,2) und 7' 15-9 (Rasse R 1, 4) weitere Versuche in folgender Weise 
angelegt: Zehn Petrischalen (Bohnenagar) wurden mit beiden Isolaten 
gemeinsam beimpft, so- 
wie drei Petrischalen 
mit je zwei Inocula der 
Mutante 7' 7-27 und drei 
Petrischalen mit je zwei 
Inocula der Mutante 
T 15-9 versehen. Nach 
einer Woche zeigte sich 
in allen Fallen folgendes 
Bild (siehe Abb.3): Bei 
allen Kombinationen 
war das Wachstum des 
Luftmycels in der Be- 


rihrungszone __beider- 


Abb.3. Wachstum von je 2 Kolonien in einer Petrischale. seits cehemmt. Dies 
6  & 9 fo) 
Oben: R1,4xR1,2; unten: 2xR1,4; 2x R1,2 


diirfte auf Nahrungs- 
konkurrenz beruhen 


(GAERTNER, miindliche 

Mitteilung). Innerhalb 

des Nahrbodens zeigten 

ZA die Hyphen dagegen in 
== allen Fallen eine starke 


gegenseitige Verflech- 
tung; Hyphenfusionen 


e 


konnten aber nur verein- 
Abb.4. Hyphenfusionen im Nahrboden zelt festgestellt werden 

(siehe Abb. 4). 
Versuch 1: Von acht Schalen, welche mit den Isolaten 7 J-1 
(R 1,2) und 7 15-9 (R 1,4) gemeinsam beimpft worden waren, wurde 
nach einer Woche eine Suspension der Sporangien aus dem Mittelstreifen, 
der von Hyphen beider Isolate durchwachsen war, aber nur schwache 
Luftmycelbildung aufwies, hergestellt (Versuchsglied A). Mit dieser 
Sporangiensuspension wurden mehrere R 2- und R 4-Pflanzen inoculiert 
(Versuchsglied B). Von den befallenen Blattern der R 2-Pflanzen des 
Versuchsgliedes B wurden die Sporangien abgeschwemmt, von denen 
durch indirekte Keimung eine Zoosporensuspension erzeugt wurde. Mit 
dieser wurden R 4-Pflanzen inoculiert (Versuchsglied C). Entsprechend 
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wurde mit den befallenen Blattern der R4-Pflanzen des Versuchs- 
gliedes B verfahren; mit der von dort stammenden Zoosporensuspension 


wurden R 2-Pflanzen inoculiert (Versuchsglied D). (Vgl. Tab. 5.) 
Versuch 2: Von einer Petrischalenkultur, welche mit den Isolaten, 
T 1-1 (R1,2) und 715-9 (R1,4) gemeinsam beimpft worden war, 


Tabelle 5. Versuche iiber Rassenneubildung durch Heterokaryose 


A B C und D 
C: Inoculation mi Zoosporen 
Exp. | Mischkultur auf | Tnoculation mit Sporangien | von R2-Pflanzen des Ver- ee 
Nr. Bohnenagar von A suchsgl. B. D:Inoculation mit pesio 
(R 1, 2 und RB 1, 4) Zoosporen yon R 4-Pflanzen eM 
des Versuchsegl. B. 
1 Sporangien vom| R 0-Pflanze 2 +++ 4 
Mittelstreifen R 0-Pflanze 2 i 
zwischen den R 0-Pflanze 2 + +++ C 
beiden R 2-Pflanze 2 + + + R 0-Pflanze 3 + ++ 29 
aufeinander- u.1M-1+4+4+ R 0-Pflanze 3+ ++ 63 
zugewachsenen | R 2-Pflanze 2+++ R 2-Pflanze 3 +++ 50 
Kolonien und 1M-1+44+ R 2-Pflanze 2—3 + + + 23 
(8 Petrischalen) | R 2-Pflanze 2++-+ 4 R 4-Pflanzen je 0 0 
und 1 M-1++++4+ 
D 
R 4-Pflanze 2 ++++ R 0-Pflanze 3 +++ 24 
R 4-Pflanze 2+ ++ R 0-Pflanze 2 +++ 26 
R 4-Pflanze 2 ++++ R 4-Pflanze 2 + + 13 
R 4-Pflanze 2—3 + ++ 39 
R 2-Pflanze 3 + 1 
3 R 2-Pflanzen je 0 0 
2 | Sporangien von | R 0-Pflanze 3 +++ Cc 
Mischkulturen | R 1-Pflanze 3+++ R 0-Pflanze 3 +++ 34 
(10 Petri- R 2-Pflanze 3 +++ R 2-Pflanze 3 +++ 23 
schalen) R 2-Pflanze 3 + 4 R 4-Pflanzen je 0 0 
R 2-Pflanze 3 +++ 
Di 
R 4-Pflanze 2 + ++ R 0-Pflanze 3 + + 15 
R 4-Pflanze 2+++ R 4-Pflanze 2 + 9 
R 4-Pflanze 2 +++ 4 R 2-Pflanzen je 0 0 
Dee 
R 0-Pflanze 3 +++ 20 
R 2-Pflanze 2+, 3+ 2 
R 2-Pflanze 0 ) 
R 2-Pflanze 3 + 3 


Die hinter den Pflanzen angegebenen Ziffern und Kreuze bezeichnen Befalls- 


typ und Befallsgrad und beziehen sich auf das auf S. 165—166 gegebene Beur- 
teilungsschema, wobei 2 und 3 eine Anfilligkeitsreaktion der Pflanze und 1M und 
1 eine Hypersensitivreaktion bezeichnen. Die Kreuze beziehen sich aufdie Zahl der 
Lasionen je Pflanze (+ =1—10, ++ =10—20, +++ =20—500, ++++ => 500). 
0 = Pflanze befallsfrei. 
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wurde von der Beriihrungszone auf zehn weitere Bohnenagarschalen 
abgeimpft. Nach einer Woche waren alle Schalen in jedem Fall gleich- 
maBig und vollstindig bewachsen; weder Hemmzonen noch Sektoren 
traten auf, obwohl das Inoculum aus einer Mischung beider Isolate 
bestand (Versuchsglied A). Von diesen Kulturen wurden die Sporangien 
abgeschwemmt; mit der Sporangiensuspension wurden die Pflanzen des 
Versuchsgliedes B inoculiert. Der weitere Gang des Versuchs entspricht 
dem des vorigen. (Vgl. Tab. 5.) 

Versuch 3 und 4: In zwei weiteren Versuchen traten R 0-Pflanzen 
an. die Stelle des kiinstlichen Nahrbodens. Die Versuche wurden wieder 
mit den Mutanten 7' 17-1 (Rasse R1,2) und 7’ 15-9 (Rasse R 1, 4) in 
folgender Weise angelegt: Mit einem Gemisch der Sporangien beider 
Isolate wurden zunachst R 0-Pflanzen inoculiert (Versuchsglied A). Mit 
den von diesen Pflanzen gewonnenen Sporangiengemischen wurden 
jeweils mehrere R 2- und R 4-Pflanzen inoculiert (Versuchsglied B). Im 
iibrigen wurde wie bei den Versuchen 1 und 2 verfahren (Tab. 6). 

Die Ergebnisse dieser vier Versuche lassen sich dahingehend zusam- 
menfassen, da8 sich fast nur an den R 2-Pflanzen des Versuchsgliedes D 
Lasionen zeigten. Setzt man die Anzahl der Lasionen an den RO-Pflanzen, 
welche als Kontrollpflanzen hinzugefiigt worden waren, jeweils gleich 
100°/,, so ergeben sich fiir die in den einzelnen Versuchen erzielten An- 
teile der Lasionen an den R 2-Pflanzen folgende Werte: Versuch 1: 1°/); 
Versuch 2: 4°/,; Versuch 3: 22°/); Versuch 4: 9°/). 

Wegen des relativ geringen Anteils der in den Versuchen 1 und 2 
erzielten Neubildungen ist kein Urteil dariiber méglich, durch welchen 
Vorgang dieselben entstanden sind. Wie schon ausgefiihrt wurde, treten 
Hyphenfusionen im Nahrboden auch nur vereinzelt auf. Wahrscheinlich 
stellen die Kartoffelblatter als das natiirliche Substrat des Pilzes fiir 
derartige Vorgange ein geeigneteres Medium dar, wie aus den Ergeb- 
nissen der Versuche 3 und 4 geschlossen werden darf. Da sich die Neu- 
bildungen fast nur an den R 2-Pflanzen zeigten, konnte die Vermutung 
naheliegen, daB das der Rasse R 1,4 angehdrende Ausgangsisolat zu 
Rasse R 1, 2,4 mutiert ist. Dieses Isolat (715-9) wurde jedoch ein- 
deutig als Rasse R 1, 4 identifiziert (siehe Tab.7, 8. 178) und rief in einem 
der Versuche an den R 2-Pflanzen lediglich sehr kleine nekrotische Flecke 
(Hypersensitivreaktion) hervor, welche sich auch innerhalb der folgen- 
den 2 Wochen nicht vergr6Berten. Auch das der Rasse R 1, 2 angehoérende 
Ausgangsisolat (7' /-1) wurde eindeutig identifiziert; iiberdies zeigte es 
in Bestrahlungsversuchen nur geringe Tendenz zu weiteren Mutationen. 
Mutationsraten von 22°/, (Versuch 3) und 9°/, (Versuch 4) diirften bei 
unbestrahltem Material auch nicht auftreten. Die Versuchsergebnisse 
sprechen daher dafiir, daB es sich bei den Neubildungen um Produkte 
von Hyphenfusionen handelt, 
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Von den Lasionen an den R 2-Pflanzen des Versuchsgliedes D in 
Versuch 3 konnten acht Isolate des Pilzes in Kultur genommen und am 
Testsortiment identifiziert werden; alle gehéren der physiologischen 


Tabelle 6. Versuche iiber Rassenneubildung durch Heterokaryose 


Exp. 


A 


B 


Gleichzeitige Inoculation Inoculation mit Sporan- 


mit beiden Rassen 
(Rd, 2 u. RB 1, 4) 


gien von A 


C und D 
C: Inoculation mit Zoosporen 
von R 2-Pflanzen des Ver- 
suchsgl. B. D: Inoculation 
mit Zoosporen von R 4-Pflan- 
zen des Versuchsgl. B. 


Anzahl 
Lasionen 


R0O-Pflanze 3 + + + 
R0-Pflanze 3 +++ 
R 0-Pflanze 3 + ++ 
R0-Pflanze 3 + + + 
RO-Pflanze 3 +++ 
R 0-Pflanze 3 + ++ 


RO-Pflanze 3 +++ 
RO0-Pflanze 3 +++ 
RO-Pflanze 3 +++ 
RO-Pflanze 3 +++ 
R 0-Pflanze 3 + ++ 
R0-Pflanze 3 +++ 


RO0-Pflanze 3 + + + 
R0-Pflanze 3 + + + 


R2-Pflanze 2—3 + + + 
R2-Pflanze 2—3 + + + 


R4-Pflanze 2 + ++ 
R4-Pflanze 2 + ++ 
R4-Pflanze2—3 + + + 
R4-Pflanze 2--3 + + + 


R 0-Pflanze 3 + ++ 
R 0-Pflanze 3 + 


R 2-Pflanze 3 + 
R 2-Pflanze 3 + 
R 2-Pflanze 3 + 
R 2-Pflanze 3 + 


R4-Pflanze 3 + 
R 4-Pflanze 3 + 
R 4-Pflanze 3 ++ 
R 4-Pflanze 3 + 


C 

R 0-Pflanze 3 + + 
R 0-Pflanze 3 + + 
R4-Pflanze 0 

R 4-Pflanze 0 

R 4-Pflanze 0 

R 4-Pflanze 0 

D 


R 0-Pflanze 3 + + 
R.0-Pflanze 3 + + + 
R 2-Pflanze 2—3 + 
R 2-Pflanze 2—3 + + 
R 2-Pflanze 0 
R 2-Pflanze 2—3 + 


C 

R0O-Pflanze 3 ++++ 
R 2-Pflanze 3 +++ 
R4-Pflanze 0 
R4-Pflanze 2 + 

R 4-Pflanze 0 

R 4-Pflanze 0 


D 
R0-Pflanze 3 +++ 
R4-Pflanze 3 +++ 

R 2-Pflanze3++,2+ 
R 2-Pflanze 3+4++,2+ 
R 2-Pflanze 3 ++ 


R 2-Pflanze 2—3 +,2+ | 


etwa 200 
etwa 100 


Rasse R1,2,4 an (siehe Tab.10), wie auf Grund der Versuchsanordnung 
erwartet wurde. 


IV. Versuche zur Charakterisierung der neugewonnenen Typen 

Zur Charakterisierung der in den Bestrahlungs- und Heterokaryose- 
versuchen neugewonnenen, Typen wurden, diese auf dem Testsortiment 
auf spezifische Pathogenitat und auf definierten Kulturmedien auf Nahr- 


stoffanspriiche gepriift. 
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Tabelle 7. Austestung der Mutanten des Isolates 127 g 1 


Beurteilung an der Pflanze Rassen- 
Bez. d. Isol. ay Re R3 | R4 zugehorigkeit 


T J-1 384++ S++t+ 0 0 B1,2 
Teles 38+++ 34+4++ 0 0 Ri,Z 
TU 1-3: 3844+ 34+4++ 0 0 Ri,2 
T 4-3 B+++ 344+ 0 0 R1,2 
T 4-4 34+++ B34+4+4+ 0 0 R1,2 
T 5-1 34+++ B+++ 0 0 R1,2 
T 5-2 34+++ 3+4++ 0 0 R1,2 
T 5-4 3844+4+ 3+++ 0 0 R 1,2 
T 5-6 B+++ 3+4++ 0 0 R1,2 
T 5-7 S+++ 34+4++ 0 0 R1,2 
T 5-8 3+++ 3+++ 0 2+ R 1,2 
(1 Lis.) | (s. dazu Tab. 8) 
T 5-10 S+++ B+4++ 0 0 R1,2 
T 6-1 B+++ 3+++ 0 0 R1,2 
T 6-2 3+++ 344+ 0 0 R12 
T 6-3 S+4++ 34++ 0 0 R132 
T 6-4 S+++ 384+4++ 0 0 R1,2 
T 6-5 3844+ 384+4++ 0 0 R1,2 
T 6-7 2+++ 2+++ 0 0 R1,2 
T 6-8 384+++ 34+4++ 0 0 R1,2 
T 6-12 244+ 2+4++ 0 0 R1,2 
T 6-14 34+4++ 38+4++ 0 0 R 1,2 
T 6-15 3++4++ 3+++ 0 0 R1,2 
ee, 3844+ 3++ 0 0 R 1,2 
T 11-8 2+4+ 34++ 0 0 R1,2 
T 11-11 3+ 3+ 0 0 R 1,2 
T 11-13 3++ 3844+ 0 0 R1,2 
T 13-1 St++ S+4++ 0 0 R1,2 
T 13-4 34++ 34+4++ 0 0 Bae 
TT 4-7 3+++ 3+++ 0 0 R 1,2 
T 15-9 34+++ 0 0 34+4++ R 1,4 


T 15-9 (zweite Austestung an je drei Pflanzen R 0, R 2 und R 4) 


RO R2 | R4 
2++++ 1M+++ 2+++ 
2++++ 1M++++ 2+++ 
2+++ 1M++++ 2+++ 

(Hy persensitiv- 


reaktion) } 


* Das Auftreten der Hypersensitivreaktion stellt hier keine Besonderheit dar, 
da die Resistenz des hier benutzten Klones auf Hypersensitivitit beruht. Der 
Unterschied zwischen der Reaktionsbezeichnung 1 M und 0 besteht lediglich darin, 
da bei der mit 1 M bezeichneten Reaktion die Lisionen mit bloBem Auge sichtbar 
sind (vgl. Beurteilungsschema auf 8. 165—166). 
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a) Austestung der Mutanten aus den Bestrahlungsversuchen 
an dem Isolat 12791 (Rasse R1) auf dem Testsortiment 

«) Eine Anzahl der Mutanten wurde nach der oben beschriebenen 
Methode isoliert und auf ihre spezifische Pathogenitit iiberpriift. Ins- 
besondere sollte festgestellt werden, ob die Mutanten an den R 2- bzw. 
R 4-Pflanzen denselben Befallstyp wie an den R0O- bzw. R 1-Pflanzen 
hervorzurufen vermégen. Jeweils 5—7 Tage nach der Inoculation erfolgte 
die Beurteilung (siehe Tab.7). 

Die Mutanten konnten eindeutig identifiziert werden bis auf 7' 6-8, 
welche auch auf der R 4-Pflanze des Testsortiments eine einzelne Lision 
hervorrief, aus der die Mutante 7 5-8, N 4 gewonnen wurde, welche 
sich am Testsortiment eindeutig als Rasse R 1, 2, 4 identifizieren lieB 
(siehe Tab.8). 


Tabelle 8. Austestung des Isolates T 5-8, N 4 


Beurteilung an der Pflanze nia! 
Bez. d. Isol. Ue 
Rit | R 2 | R3 | R4 zugehorigkeit 
T 5-8, N4 | 384++44+ | 3444+ | 0 | 2+4++ | R 1,2,4 


In diesem Fall liegt anscheinend eine Spontanmutation vor, wie sie 
auch im Freiland gelegentlich auftreten diirfte. 

B) Zur Priifung der Frage, ob die identifizierten Mutanten im Laufe 
weiterer Passagen iiber unterschiedliche Wirtsklone konstant sind, wurde 
folgendermaBen verfahren: In zwei Parallelversuchen wurden je drei 
R0-, R1i- und R 2-Pflanzen mit Sporangien des Isolates 7’ 1-1 (Rasse 
R 1,2) inoculiert. AnschlieBend wurde ein solches dreigliedriges Test- 
sortiment mit Sporangien inoculiert, welche von R0-Pflanzen ge- 
wonnen wurden, ein zweites, zweigliedriges, mit Sporangien, welche von 
R 1-Pflanzen gewonnen wurden und ein drittes mit solchen von R 2- 
Pflanzen. Dieser Schritt wurde nach folgendem Schema noch einmal 


wiederholt: 
R 2-PFi. 
RB O-Pf/anZen R1-PY/. 
RB 2-FFI. 


RP 1-Pf7. 
R 1-P#l. 
Tsolat 1, p 7 R é-PFI. 
ae R 1-PFlanzen << mee 


R 1-PF/. ' 
R 2—Pflanzen <u 2 2-PP. ene si sie 
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Die Versuche, deren Ergebnisse sich jeweils im Endglied der folgen- 
den Tab.9 als Anzahl der Lasionen an den verschiedenen Pflanzen des 
Testsortiments widerspiegeln, lassen den bedingten SchluB zu, daB die 


Tabelle 9. Passageversuche mit dem Isolat T 1-1 (Rasse R 1,2) 


Test- Anzahl Test- Anzahl Test- Anzahl 
Pflanzen Lasionen Pflanzen Lasionen Pflanzen| Lisionen 
b) Passage tiber RO etwa 200 RO 158 RO 104 
R 0-Pflanzen RO etwa 150 RO 90 RO 56 
RO etwa 250 Ra 55 Ri 50 
Ri 70 R1 52 
RZ 16 R2 iy 
R2 19 R2 130 
Wiederholung RO 41 RO | etwa 210 RO 31 
RO 19 RO etwa 150 RO 80 
RO 62 
Ri 60 Ri 23 
Ri etwa 180 Ri 12 
R2 42 R2 59 
R2 etwa 150 R2 53 
b) Passage tiber R1 etwa 200 Ri 23 Ri 40 
R 1-Pflanzen Ri etwa 150 Ri 68 Ril 62 
Ri etwa 200 
R2 21 R2 133 
R2 30 R2 140 
Wiederholung Ri 31 Ri 91 Ri 18 
Ri 22 Ri 92 Ri 22 
Rid 90 
RZ 29 R2 21 
R2 15 Rez 50 
c) Passage iiber R2 etwa 100 R2 3 R2 130 
R 2-Pflanzen Ere etwa 150 R2 2 R2 135 
R2 etwa 150 
Ri 5 Ri 56 
Ri Zi Ri 41 
Wiederholung R2 12 R2 40 R2 104 
R2 18 R2 i R2 127 
R2 1 
Ri 67 Ri 17 
Ri 37 Ri 26 


mutativ erworbene spezifische Pathogenitét gegeniiber R 2-Pflanzen 
genetisch verankert und deshalb stabil ist, auch wenn sie fiir den Pilz 
im Fall der Passagen tiber R 0- und R 1-Pflanzen keine lebensnotwendige 
Anpassung an den Wirt darstellt. 
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b) Austestung einiger im Heterokaryoseversuch 3 neugewonnener T'ypen 
auf dem Testsortiment 


Von den Lasionen an den R 2-Pflanzen des Versuchsgliedes D in 
Versuch 3 konnten acht Isolate des Pilzes in Kultur genommen und am 
Testsortiment identifiziert werden; alle gehéren der physiologischen 
Rasse R 1,2,4 an (siehe Tab. 10). 


Tabelle 10. Austestung der im Versuchsglied D (Versuch 3) von R 2-Pflanzen 


gewonnenen Isolate 
ee ee a eee a ae ea ee 
Bez. der Beurteilung an der Pflanze 


Rassen- 
Isolate Ri R2 R3 R4 zugehorigkeit 
ILIDS} 3+4++ 3444+ 0 384+4++ Jae TBE 
LSD 34+4++ 384+4++ 0 2-38 +++ R1, 2,4 
IDS 3+++ 3844+ 1M++! B+++ Rr, 254 
ID6 34+4++ 3+++ 0 S+++ RMS 2.4: 
TaD 3++ 384+4++ 0) 2—3 +4 R 1, 2,4 
A IDGYL 344+ 3844+ 0 2—3 ++ R 1,254 
IDi13 | 2—34++ 3++ 0 3B+++ R 1, 2,4 
LT D142) 2—3 352+ 384+4++ 0 3++ Teed big aid 


110—20 sehr kleine nekrotische Flecke (Hypersensitivreaktion). 


Dieses Ergebnis war vorauszusehen; denn die in den Endgliedern 
des Versuchs auftretenden Stémme des Pilzes miissen wenigstens die 
Kombination R 2,4 besitzen, und auBerdem besitzen beide Ausgangs- 
isolate den Rassencharakter R 1 in Kombination mit R 2 bzw. R 4. 


c) Versuche zur Bestimmung der Nahrstoffanspriiche 
_ der verschiedenen Typen in kiinstlicher Kultur 


Weitere Versuche dienten der Kennzeichnung der auf anderem Wege 
(S. 169—170) isolierten, Mutanten‘‘. Sie konnen einen Beitrag zu der Frage 
liefern, inwieweit Anderungen in der Aggressivitét mit Anderungen der 
Nahrstoffanspriiche in Kultur verbunden sind. Eine Auslese ernahrungs- 
physiologischer Defektmutanten lag auBerhalb unserer Absicht. 


Als Basis der kiinstlichen Nahrbéden wurde folgende Zusammensetzung ver- 
wendet, die nach Vorschlagen von FRENCH (1953) und GAERTNER (1959) kombiniert 
wurde und im folgenden als ,,Grundnihrboden“ bezeichnet wird: KH,PO,: 0,5 g; 
MgSO,7H,0: 0,25 g; FeCl,6H,0: 0,075 g; Ca(NO,).4H,O: 0,375 g; CaSO,2H,0: 
0,5 g; Dextrose p.i.: 12,5 g; Thiaminhydrochlorid: 0,001 g; gereimigtes Agar: 15,0 g; 
dest. H,O: 1000 ml; px 5,8. Diesem Grundnihrboden wurden die verschiedenen 
Aminosauren, gegebenenfalls nach Neutralisation mit NaOH, nach dem Auto- 
klavieren getrennt hinzugefiigt. In Anlehnung an HENNINGER (1959) wurden dem 
Grundnihrboden stets folgende Aminosiiuren hinzugefiigt: L-Asparagin: 0,5 g; 
L-Glutaminsaure: 0,2 g; L-Citrullin: 0,2 g, wobei bei einigen Versuchen die Kon- 
zentration noch erhéht wurde, wie in den Tabellen angegeben ist. Dieser Nihrboden 
wird im folgenden als ,,Minimalnaihrboden*‘ bezeichnet. 
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In Vorversuchen mit 65 Zoosporenisolaten, welche eine UV-Bestrah- 
lung von 30 sec (96°/, Abtétung) und laingerer Dauer tiberlebt hatten, 
zeigten sich beachtliche Unterschiede der Wachstumsintensitat auf dem 
Minimalniihrboden, (siehe Tab.11). Die Wiederholung dieses Versuches, 
nachdem die Isolate ein halbes Jahr auf Bohnenagar kultiviert worden 


Tabelle 11. Wachstum von 65 Zoosporenisolaten auf dem Minimalnahrboden 
Tagliches Wachstum des Koloniedurchmessers in Millimeter 
(je Isolat 3—5 Wiederholungen) 


unter 1 
(kein Wachstum) | 1—5 5—7 71% 
Anzahl der Isolate | 14 | 18 | 17 | 16 


Tabelle 12. Wachstum von 18 Zoosporenisolaten auf dem Minimalnahrboden 


Tiagliches Wachstum des Koloniedurchmessers in Millimeter 


Bors dertsolate Auf dem Minimalnihrboden Auf Bohnenagar 
Exp. Nr. 1 | Exp. Nr. 2 
(April 1960) 3—5 Wdhl. | (Oktober 1960) 3 Wdhl. | (Oktober 1960) 2 Wdhl. 
130 a4 unter 1 unter 1 9,8 
188 a 2 unter 1 unter 1 91 
138 a 1 unter 1 5,0 9,0 
127% 7 unter 1 5,3 9,5 
130 a 31 unter 1 7,8 9,5 
136a4 unter 1 7,8 10,0 
138 a4 1,5 2,8 9,3 
140 a 2 2,5 5,8 10,3 
136a2 NS 2,7 1,5 9,0 
144a4 4,4 5,3 10,0 
186 a 2 5,2 6,5 8,8 
127% 13 5,3 4,8 9,3 
130 a3 5,5 3,5 9,3 
127 g 22 5,9 ie 9,1 
127% 20 6,6 6,5 9,5 
127 g 13 6,8 5.5 9.8 
12798 7,2 5,5 9,0 
127% 6 8,0 6,0 9,9 


waren?, fiihrte zu véllig anderen Ergebnissen (siehe Tab.12). Zusiitzlich 
wurde das Wachstum auf Bohnenagar iiberpriift. 

Der Vergleich der Versuche 1 und 2 zeigte fiir die gleichen Isolate 
keine Ubereinstimmung. So wurde das stiirkste Wachstum in Versuch 2 
(7,8 mm/Tag) auch bei im ersten Versuch iiberhaupt nicht wachsenden 
Isolaten (130a 31, 136 a4) festgestellt. Nur zwei Isolate zeigten in 


 Simtliche Isolate wurden auf Bohnenagarschriigréhrchen in Kultur gehalten, 
wobei sie nach vollstiindiger Bewachsung der Agaroberfliche bei 4 bzw. 8° C auf- 
bewahrt wurden. Die Ubertragung auf neue Schriigréhrchen erfolgte nach 6 Wochen. 
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beiden Versuchen keinerlei Wachstum; nur zwei von drei schwach- 
wiichsigen Kulturen offenbarten diese Schwache im zweiten Experiment. 
Geringere Unterschiede der Wachstumsrate sollen hier nicht naher aus- 
gewertet werden, da aus arbeitstechnischen Griinden eine statistische 
Absicherung kleiner Unterschiede nicht méglich war. Es darf jedoch als 
sicher gelten, da die Unterschiede zwischen den beiden Versuchs- 
ergebnissen nicht auf einer allgemeinen Wiichsigkeits’nderung durch 
die Zwischenkultur auf Bohnenagar beruhen, auf welchem iibrigens alle 
Isolate ohne gréBere Unterschiede auch in Versuch 2 sehr gut wuchsen. 
Vielmehr ist anzunehmen, daB die Isolate im Laufe der Laboratoriums- 
kultur unterschiedlichen Verénderungen unterlagen, deren allgemeine 


Tabelle 13. Wachstwmsversuche mit verschiedenem Aminosdureangebot 


Minimalnahrboden! mit Zusatz (g/1) von Tgl. Zuwachs 


boden DL-Hist. L-Prolin DL-«-Alanin L-Cystein (mm/d) 
il — -- — -- — 6,1 
2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 10,5 
3 0,2 0,2 0,2 0,2 — 6,2 
4 0:2 0,2 0,2 — 0,2 10,3 
5 0,2 0,2 — 0,2 0,2 11,4 
6 0,2 — 0,2 0,2 0,2 9,6 
th — 0,2 0,2 0,2 0,2 10,2 
8 a = — -- yh 
9 — 0,2 032 — 0,2 8,2 

10 — 0,3 — —_— 0,3 7,8 
11 _ —: 0,3 — 0,3 7st 
12 — _ a = 0,3 8,1 


1 Der Minimalnahrboden enthielt in (1) bis (7) an Aminosauren bereits t-Aspa- 
ragin (0,5 g/l), u-Glutaminsiure (0,2 g/l) und t-Citrullin (0,2 g/l), in (8) bis (12) 
L-Asparagin (0,6 g/l), L-Glutaminsiure (0,3 g/l) und L-Citrullin (0,3 g/l). 


Richtung auf héhere Anspruchslosigkeit gegen den Minimalnahrboden 
tendiert. Diese Veranderungen scheinen in vielen Fallen mit einem Ver- 
lust an Virulenz (siehe 8S. 168) parallel zu laufen. 

In weiteren Versuchen wurden dem Minimalnahrboden je 0,2 g/l 
folgender, in der Humanphysiologie als essentiell geltender Aminoséuren 
einzeln zugesetzt: pu-Valin, L-Leucin, pi-Isoleucin, Du-Threonin, DL- 
Methionin, pu-Phenylalanin, t-Lysin, pu-Histidin, pL-Tryptophan. Nur 
Zusatz von pu-Valin forderte das Wachstum des Pilzes in geringem 
MaBe und wurde deshalb in einer weiteren Versuchsreihe einer anderen 
von, HENNINGER (1959) vorgeschlagenen Kombination von Aminosauren, 
hinzugefiigt (vgl. Tab.13, Nahrboden 2). Auf diesem Na&hrboden lag die 
tagliche Zuwachsrate im Mittel von sieben Isolaten etwa 70°/, hoher als 
auf dem Minimalnahrboden. 
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Wurde je eine der zusatzlich gebotenen Aminosdiuren weggelassen, 
so blieben in vier Fallen mit gewissen Schwankungen die Zuwachsraten 
ahnlich, nur bei Fehlen des Cysteins sank diese auf den Wert des Minimal- 
nahrbodens. In einer weiteren Versuchsreihe, der ein ,,verstarkter“‘ 
Minimalnaihrboden (mit 0,6 g/l Asparagin und je 0,3 g/l Glutaminsaure 


Tabelle 14. Wachstumsvergleich zwischen verschiedenen Rassen 
auf kiinstlichen Nahrbéden mit wechselnder Aminosiurekombination 


Rassen* 
Nahrboden 
Ri | B12 | Rij4| R124 
13 (= 1) Minimalnahrbéden (M) 5,6+ 0,37] 6,0+0,4| 6,3] 5,3+0,5 
b§ b c b/e 
14 M + t-Cystein (0,2 g/l) 7,7+0,4| 7,7+0,4| 7,8 7,9+0,3 
a a a/b a/b 
15 M + vt-Valin, pt-Histidin, 10,2+0,4|10,9+0,4| 9,5 
pL-e-Alanin, L-Cystein (je 0,2 g/1) a a/b a 
16 M + vt-Valin, pu-Histidin, pt- | 9,3-+0,3| 9,4+0,4| 8,3 
a-Alanin, L-Cystein (je 0,2 g/l)l, b b/e b/e 
L-Leucin, DL-Isoleucin (je 0,1 g/l), 


pu-Methionin (0,2 g/1) 


17 M + vt-Valin, pu-Histidin, pu- {10,3 + 0,4 /11,3-+0,4| 11,3 
a-Alanin, L-Cystein (je 0,2 g/l), b c Co) 
L-Leucin, DL-Isoleucin (je 0,1 g/l) 


18 M +- vu-Valin, pu-Histidin, pt- | 9,3+.0,2| 9,2-+0,3| 10,0 


a-Alanin, L-Cystein, pL-Methio- b b/e b 
nin (je 0,2 g/l) 

19 M + pt-Valin, pu-Histidin, pn- |10,4 + 0,2 |10,8+ 0,4! 10,3 
a-Alanin, L-Cystein, DL-Serin c Cc C 


(je 0,2 g/l), u-Leucin, pi-Iso- 
leucin (je 0,1 g/l) 


20 M + vu-Valin, pu-Histidin, pu- {10,7 +- 0,2 }11,4-40,1] 11,0 |10,1-+0,3 


a-Alanin, L-Cystein, pL-Serin b/e c c c 
(je 0,2 g/l) 

21 M + vt-Valin, pu-Histidin, 10,5 + 0,2 |11,2+0,4] 11,3 |10,2+0,3 
L-Cystein, DL-Serin (je 0,2 g/l) a/b b b/e c 


1 Folgende Isolate wurden getestet: R1: 127g1N, c,e, f,g,i,l,m,s und t. 
R 1,2: 7 4-3, 5-1, 5-6, 5-10, 6-2, 11-8, 11-13, 13-4 und 14,7. R. 1,4: T 15-9. R1,2,4: 
1D 3,4, 5,6, 7, 11, 13, 14. Auf Nihrbéden 15—19 wurden Isolate der Rasse R1,2,4 
nicht getestet. 

* Tagliche Zunahme des Koloniedurchmessers in Millimeter. 

* Mycelausbildung: a = Spinniges Mycel im Niihrboden, wenig ungleichmiBiges 
Luftmycel. b = GleichmaBiges Mycel im Nihrboden, Luftmycel ungleichmiiBig 
und nicht an die Peripherie der Kolonie heranreichend. ¢ = Geschlossener, kreis- 
formiger Mycelrasen; Luftmycel iiberall an die Peripherie der Kolonie heran- 
reichend. 
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und Citrullin) zugrunde lag, wurde durch Zugabe von 0,3 g/l Cystein 
eine Erhéhung der Zuwachsrate von 30°/, erzielt. Zusiitzliche Gaben von 
Histidin und Prolin bewirkten keine weitere Erhéhung. Unter den ge- 
priiften Aminoséuren scheint daher das Cystein eine Schliisselstellung 
einzunehmen, und zwar bei allen sieben gepriiften Isolaten. Da deren 
Zuwachsraten nur in Ausnahmefallen vom Mittel abwichen, ist auf die 
Wiedergabe der Hinzelwerte verzichtet. Ohne eine weitere planmaBige 
Vertiefung der damit angeschnittenen Fragen im Rahmen unserer 
Untersuchung vornehmen zu kénnen, wurde lediglich eine Reihe von 
Isolaten verschiedener Rassenzugehorigkeit auf ausgewahlten Nahr- 
béden weiter gepriift (Tab. 14). 

Zusatz von Cystein zum Minimalnahrboden forderte in dieser Unter- 
suchungsreihe, allerdings auf Kosten der Mycelentwicklung, die Flachen- 
ausbreitung der Kultur um etwa 38°/,. Zusdtzliche Gabe von weiteren 
drei Aminosdéuren (entsprechend Nahrboden 5 in Tab.13) fiihrte zu 
,optimalen*‘ Zuwachsraten, welche jenen auf Bohnenagar und anderen 
natiirlichen Substraten erzielten entsprachen. Jedoch war, im Gegen- 
satz zu letzteren, das Mycel schlechter ausgebildet. Bessere Mycel- 
entwicklung konnte durch Zugabe von L-Leucin/puL-Isoleucin oder DL- 
Serin erzielt werden. Gleichzeitige Zugabe dieser Aminosduren erbrachte 
keine weitere Verbesserung, so daB die Frage auftaucht, ob diese sich 
im Stoffwechsel gegenseitig ersetzen konnten. Zugabe von Methionin zu 
den Nahrbéden 15 bzw. 17 verminderte etwas das Flachenwachstum, 
wirkte jedoch unterschiedlich auf die Mycelausbildung, je nachdem, 
welche anderen Aminoséuren vorhanden waren. Wenn zahlreiche Amino- 
sauren vorliegen, beeintrachtigt tibrigens das Weglassen von Dui-Alanin 
nur in Hinzelfallen (R 1; R:1,2) die Mycelentwicklung. Im iibrigen traten 
kaum Unterschiede in der Reaktionsweise der verschiedenen Rassen 
und Isolate auf. 

Bin Versuch, im Minimalnahrboden Dextrose p.i. durch pD-Maltose, kristallin 


zu ersetzen, zeigte, da letztere eine wesentlich schlechtere C-Quelle darstellt. 
Die Zuwachsrate betrug nur etwa 61°/, der des Minimalnahrbodens. 


Diskussion 


Physiologische Rassen von P. infestans sind seit 1932 bekannt, als 
plotzlich die von K. O. MULLER geziichteten ,,W-Rassen‘‘ der Kartoffel 
befallen wurden, welche sich gegen die in Deutschland vorherrschende 
,,Gemeine Feldrasse“ als resistent erwiesen hatten (Scuick 1932; ScHick 
u. LeHmMann 1936). Miiipr (1934) betonte, daB es sich um genotypisch 
fixierte Rassenunterschiede handelt, da& daher die neue Rasse des Pilzes, 
der ,,S-Stamm“, entweder bereits iiberall in Deutschland in geringen 
Mengen vertreten sein mute oder erst kiirzlich mutativ aus dem 
,,A-Stamm“‘ (Gemeine Feldrasse) entstanden war. Jedenfalls wird das 

13* 
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scheinbar plotzliche Auftreten der neuen Rasse als Selektionswirkung 
durch den gegen den ,,A-Stamm“ resistenten Wirt erklirt (MOLLER 
1934 und 1935). Dies wird neuerdings z. B. von THurston u. Empn 
(1952 und 1953) bestatigt. 

Brack (1950 und 1952a) fiihrt die durch Hypersensitivitat bedingte 
rassenspezifische Resistenz auf die Gegenwart eines oder mehrerer Haupt- 
resistenzgene (R1, R2, R3 und R4) zuriick. Das Vorhandensein 
weiterer R-Gene (R 5 und R 6) ist wahrscheinlich (BLack und GALLE- 
aLy 1957; NrEDERHAUSER, CERVANTES u. SERVIN 1954a sowie R. ScHICK, 
E. Scutck u. Haussp6RFER 1958). Jedes dieser Hauptresistenzgene, 
welche nach den Mendelschen Regeln unabhangig voneinander vererbt 
werden, bedingt die Resistenz gegen die Rasse RO der P. infestans 
(,,Common field race“‘) und gegen jeweils eine zusadtzliche Gruppe physio- 
logischer Rassen, wobei jedem R-Gen eines Kartoffelklones ein ent- 
sprechendes Gen in der physiologischen Rasse entspricht, welche diesem 
Klon gegeniiber pathogen ist. Weitere Gene konnen modifizierend wirken 
und bestimmen den Grad der Anfialligkeit in anfalligen, das AusmaB der 
Nekrosen in resistenten Phanotypen (BLack 1952a). Der sogenannte 
,,Common strain‘‘ des Pilzes wird als eine Population betrachtet, welche 
in einem durch den Genbestand der Wirtspflanzen und sonstigen dkolo- 
gischen Bedingungen bestimmten Gleichgewicht steht. 

Die physiologische Spezialisierung muB8 dann hauptsachlich durch 
Mutation zustande kommen; neu entstandene physiologische Rassen 
k6énnen aber nur in Gegenwart teilresistenter Wirte iiberleben, deren 
Genbestand Befall durch den ,,Common strain‘‘ ausschlieBt; denn die 
spezialisierten Rassen waren gegeniiber Kartoffelklonen, welche keine 
Resistenzgene besitzen, weniger virulent als die gemeine Feldrasse (vgl. 
THURSTON u. Erp& 1952 u. 1953). 

Die starke Ausbreitung der Rasse 4 auf Kosten der Rasse R 0 in 
Europa kann von FRANDSEN (1956) sowie R. Scutck, E. Scutck u. 
HAUSSDORFER (1958) auf diesem Wege jedoch nicht erklart werden, da 
sie auch ohne nennenswerten Anbau von R 4-Klonen stattgefunden 
haben soll. 

Auf dieser Vorstellung basierte unsere Versuchsanstellung. Das fiir 
unsere Bestrahlungsversuche verwendete Isolat 469 N wurde 1957 in 
Minnesota/USA isoliert und erwies sich auf dem Testsortiment als physio- 
logische Rasse R 1; dieser gehért auch das aus einer Zoospore von 469N 
stammende Isolat 127 g / an; es blieb in bezug auf seine Rassenzugehorig- 
keit wahrend der Untersuchungszeit stabil. Dies ist fiir das Ausgangs- 
material fiir Bestrahlungsversuche besonders wichtig ; denn im Gegensatz 
zu alten Befunden (GRaHAM 1954a) erwies sich neuerdings (THURSTON 
1957, miindliche Mitteilung, und NrepErRHAvusER 1960, miindliche Mit- 
teilung) ein betrachtlicher Teil der Zoosporen als mehrkernig. Dadurch, 
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daB ein geringer Prozentsatz der Kerne von der Hauptmenge des In- 
fektionsmaterials abweichende R-Gene enthalten kann, ware es denkbar 
(vgl. 8.163), daB aus einer anscheinend einheitlichen Population durch 
Verwendung eines Testpflanzensortimentes eine anscheinend ,,neue“ 
Rasse ausgelesen wird. 

Es wurden daher zunaichst Versuche mit unbestrahlten Zoosporen 
und Sporangien durchgefiihrt; diese ergaben keine Unterschiede auf dem 
Testsortiment. 

Nachdem so Stabilitaét und Reinheit des Ausgangsisolates in bezug 
auf die Rassenzugehdrigkeit (R 1) geniigend gesichert erschien, wurden 
Bestrahlungsversuche unternommen. 

Die Bestrahlung im Wachstum befindlichen Kolonien des Pilzes er- 
schien zunachst vorteilhaft; jedoch sind Sektoren von P. infestans nur 
schwierig zu erkennen, und das Abimpfen einzelner Hyphenspitzen, gibt 
nicht immer genetisch einheitliches Material. Der Versuch, die Keim- 
schlauche der auf dem Testsortiment auskeimenden Sporen zu bestrahlen, 
wirde unmittelbare Erkennung und Isolierung der Neubildungen er- 
lauben. Dies scheiterte aber an einer irreversiblen Schédigung der Kar- 
toffelblatter durch eine UV-Bestrahlung von nur 10 sec Dauer (vel. 
S. 168). 

Deshalb wurde auf Bestrahlung wahrend der Mitose verzichtet und 
das haufig bewahrte Verfahren der Sporenbestrahlung (vgl. PomPEr u. 
Atwoop 1955; SCHWINGHAMER 1959) angewandt. ,,Sporangien“ sind 
hierfiir ungeeignet, da sie noch viel weniger als Zoosporen genetisch 
einheitliches Material darstellen. AuBerdem zeigten sie in Vorversuchen. 
in um so gréBerem Umfang irreversible Schaden, je langer bestrahlt 
wurde: Die Sporangien keimten mit stark deformierten, aufgequollenen 
und kurzen Keimschlaéuchen aus, welche sich nicht mehr verlangerten 
und sich weder auf Pflanzen noch auf Nahrbéden weiter entwickeln 
konnten. Ahnliche Schiden wurden von Zan, Kotter u. HAsKINS 
(1939) nach UV-Bestrahlung von Sporen von Aspergillus niger sowie von 
Dimonp u. Duaear (1940) nach UV-Bestrahlung von Sporen von Rhizo- 
pus suinus festgestellt. Bei den Sporen von R. suinus fiel die Anzahl 
normal gekeimter Sporen mit wachsender Bestrahlungsintensitat von 
100 auf 0°/, ab, wahrend die Zahl anomal gekeimter Sporen zunachst 
anstieg und bei Bestrahlungsintensitaten, welche keine normale Keimung 
mehr erlaubten, ebenfalls abfiel. Unsere Ergebnisse an Sporangien von 
P. infestans zeigen dieselbe Tendenz (siehe S. 168—169 und Abb. 2, 8. 168). 

Die Bestrahlung von Zoosporen, welche fiir P. cactorum bereits von. 
BuDDENHAGEN (1958) erfolgreich zur Mutationsauslésung angewendet 
worden war, erschien aussichtsreicher. Da die Zoosporen von P. infestans 
nur in waBriger Losung lebensfahig sind, wurden sie in destilliertem Wasser 
suspendiert bestrahlt. Dies bot keine Schwierigkeit, zumal ultraviolettes 
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Licht von destilliertem Wasser kaum absorbiert wird (nach BUTTOLPH 
1955 bei 100 mm Schichtdicke zu weniger als 10°/,) und die Zoosporen 
von, P. infestans direkt unter der Wasseroberflaiche schwimmen und da- 
mit der Bestrahlung besonders leicht zuganglich sind. Diese Methode 
erwies sich von Beginn der Versuche an als erfolgreich. 

Die Ermittlung der Mutationsraten war mit zwei Unsicherheits- 
faktoren, belastet: 1. Wegen der Méglichkeit des Auftretens von Defekt- 
mutanten (R 1 zu R.0), welche auf Grund der Versuchsmethodik nicht 
erfaBt werden, konnten, wurden Mutationsraten nur auf die Anzahl der 
Lasionen an den R 0-Pflanzen bezogen. 2. Zwischen Sporenbestrahlung 
und Inoculation des Testsortiments wurde eine Passage tiber R 0- 
Pflanzen eingeschaltet. Wir setzten dabei voraus, daB sich Mutanten 
bei dieser Passage ebenso stark vermehren konnten wie nicht mutierte 
Linien. Die Unterlegenheit starker spezialisierter Rassen im Wettbewerb 
mit schwacher spezialisierten auf einem beiden Rassen gegeniiber an- 
falligen Klon (BLack 1952a; THURSTON u. Erpk 1952 und 1953) glaubten 
wir bei nur einer Passage vernachlassigen zu diirfen. 

Aus dem Isolat 127 9 1 (Rasse R 1) wurden 108 Mutanten erzeugt, 
welche zusadtzlich das Gen R 2 enthielten (Mutationsrate = 3,7°/,). Von 
diesen wurden 29 in Kultur genommen und auf dem Testsortiment auf 
ihre spezifische Pathogenitat tiberpriift. Alle Isolate gehérten der physio- 
logischen Rasse R 1,2 an und riefen auf den R 2-Pflanzen Lasionen des- 
selben Befallstyps und in ahnlicher Anzahl wie auf den R 1-Pflanzen 
hervor. Diese Tatsache beweist, daB es sich hier um echte Mutationen 
handelt und nicht um eine schrittweise erfolgende ,,Adaptation“ an die 
R 2-Pflanzen. 

Die Mutationsrate zu R 4 war sehr niedrig: sie betrug in Bestrahlungs- 
versuchen an dem Isolat 172 g 1 (Rasse R 1) 0,07°/) und in Bestrahlungs- 
versuchen an der Mutante 7’ 7-1 (Rasse R 1,2) 0,1°/). Dieses Ergebnis 
steht scheinbar in starkem Widerspruch zu dem anderer Autoren 
(FRANDSEN 1956; GALLEGLY u. EICHENMULLER 1959; Kepar, Rorem 
u. Want 1959; MASTENBROEK u. DE Bruin 1955; Mints 1940; Mirus 
u. PETERSON 1952; R. Scutck, E. Scutck u. HausspORFER 1958), welche 
betonen, daB der R 4-Charakter besonders leicht zusatzlich zu erhalten 
ist. Nach GALLEGLY u. E1rcHENMULLER (1959) halten sich in diesen 
Fallen besonders zu R 4 mutierte Kerne im heterokaryotischen Mycel 
eines Isolates anderer Rassenzugeh6rigkeit in geringer Anzahl auf. Dies 
kann vermieden werden, wenn man bei Zoosporenisolaten zufallig Homo- 
typen erhalt, wie es in unseren Versuchen wahrscheinlich der Fall ge- 
wesen ist. Es besteht auch die Méglichkeit einer rassen- oder isolat- 
spezifischen Tendenz, in bestimmter Richtung zu mutieren; die Unter- 
suchung dieser Frage lag jedoch auBerhalb unserer Méglichkeiten und 
auch von anderen Autoren liegen dariiber noch keine Angaben vor. 
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In keinem Fall gelang es uns, an R 3-Pflanzen Lasionen vom Typ 2 
oder 3 (Anfalligkeitsreaktion) zu erzeugen. Hierfiir bieten sich Er- 
klérungsméglichkeiten an: entweder mutiert das betreffende Isolat nur 
duBerst selten zu R 3, oder das R 3-Gen in der Pflanze ist mit bestimmten 
Genen fiir Feldresistenz gekoppelt, welche méglicherweise demselben 
Chromosom angehéren (NIEDERHAUSER 1960, miindliche Mitteilung). Auch 
zur Kntscheidung dieser Frage liegen keine Ergebnisse anderer Autoren 
vor. In Minnesota, dem Herkunftsland des in unseren Versuchen ver- 
wendeten Isolates, ist noch kein Stamm des Pilzes aufgefunden worden, 
welcher das Gen R 3 allein oder in Kombination mit anderen R-Genen 
besitzt (THurston 1957, miindliche Mitteilung). P. infestans soll sich 
auch ,,adaptiv’‘ verandern kénnen (REDpICcK u. Mrs 1938; Mitts u. 
PETERSON 1952; DE BRuyN 1952). Durch Passagen iiber Pflanzen 
steigenden Resistenzgrades soll sich der Pilz in Richtung auf eine er- 
weiterte spezifische Pathogenitat hin veraindern. 

Der Begriff ,, Adaptation“ wird meistens nicht scharf genug definiert. 
Haufig schlieBt er auch Anpassungsvorgange ein, welche Mutationen 
einschlieBen kénnen (vgl. Buxton 1960). Wir halten uns an die Definition 
von CHRISTENSEN u. Day (1951) sowie CHRISTENSEN u. DE Vay (1955), 
welche unter ,,Adaptation® ausschlieBlich eine nicht mit genetischen 
Veranderungen einhergehende Anpassung verstehen. Eine solche Adapta- 
tion, welche wegen der Mehrkernigkeit eines Teils der Zoosporen als nicht 
geniigend gesichert erscheint, konnte durch MULLER (1936), Bonpz, 
STEVENSON u. CLARK (1940) sowie THURSTON u. E1pE (1952 und 1953) 
nicht gefunden werden. 

Die Ergebnisse positiv verlaufener ,, Adaptations ‘‘versuche (siehe oben) 
mit P. infestans erscheinen aber in einem neuen Licht, wenn man die 
Méglichkeiten bedenkt, welche dem coenocytischen Pilz durch Hetero- 
karyose gegeben sind, d.h. dadurch, da zwei oder mehr genetisch ver- 
schiedene Kerne in einer einzelnen vegetativen Zelle nebeneinander vor- 
handen sind (HANSEN u. SmitTH 1932). 

In erfolgreich verlaufenen ,,Adaptations“‘versuchen mit P. infestans 
wurden, aus Heterokaryonten wahrscheinlich Kerne, welche eine er- 
weiterte spezifische Pathogenitét bedingen, ausgelesen. Diese Kerne 
k6énnen entweder schon in kleiner Anzahl vorhanden gewesen, sein. oder 
die genetischen Eigenschaften einzelner Kerne hatten sich mutativ ver- 
andert. Solche Auslesevorgange sind bei P. infestans méglich, wenn man 
bei diesem Pilz Heterokaryose unterstellt. 

Uns lag an der Klérung der Frage, ob der Rassencharakter, ein- 
schlieBlich des als Folge der Bestrahlung erworbenen, auch unter ver- 
anderten Infektionsbedingungen stabil bleibt. Daher waren die Passage- 
versuche mit einer Neubildung der Rassenzugehérigkeit R1,2 im 
AnschluB an die Bestrahlungsversuche unerliBlich. Das Ergebnis der 
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Versuche liBt auf eine genetische Fixierung und damit Stabilitaét des 
Rassencharakters dieser Neubildung schlieBen und besagt daher, daB es 
sich um eine Mutante handelt und nicht um ein Adaptationsprodukt im 
Sinne von CHRISTENSEN u. Daty (1951) sowie CHRISTENSEN u. DE VAY 
(1955). 

Uber Rassenneubildungen durch Heterokaryose liegen fiir pflanzen- 
pathogene Pilze zahlreiche Angaben vor (vgl. Buxton 1960). Hetero- 
karyose kann durch Keimschlauch- oder Hyphenfusionen zweier gene- 
tisch verschiedener Pilzstéimme oder durch Mutationen einzelner Kerne 
in einer urspriinglich genetisch einheitlichen Rasse zustande kommen 
(C.M. CHRISTENSEN, STAKMAN u. J.J. CHRISTENSEN 1947). Auch bei P. in- 
festans ist Heterokaryose méglich (GRAHAM 1955); wegen des Auftretens 
mehrkerniger Zoosporen kann sie auch bei der Infektion erhalten bleiben. 
Angeregt durch Gaumann (1951) und Buxton (1959), welche die Ent- 
stehung neuer physiologischer Rassen durch Heterokaryose bei P. in- 
festans fiir wahrscheinlich halten, wurden Voruntersuchungen zu dieser 
Frage durchgefiihrt. Hierzu muBten zwei Isolate des Pilzes verwendet 
werden, welche sich hinsichtlich je eines resistenzbrechenden R-Genes 
unterscheiden. Daher wurden zu diesen Versuchen zwei von dem Isolat 
127 g 1 (Rasse R 1) stammende Mutanten, die Isolate 7’ I-27 (R 1,2) und 
T 15-9 (R, 1,4), verwendet, welche sich hinsichtlich des R 2- und R 4- 
Gens voneinander unterscheiden. Neubildungen muBten daher das R 2- 
und das R 4-Gen nebeneinander enthalten. Dies wurde auch in wahr- 
scheinlich 97 Fallen gefunden. 

Aus einem der Versuche wurden acht Isolate gewonnen, welche alle 
der Rasse R 1,2,4 angehoren. Es fehlt eine Erklirung dafiir, daB diese 
Neubildungen fast ausschlieBlich an den R 2-Pflanzen der Versuchs- 
endglieder aufgetreten sind. Es wire nach den friiheren Ausfiihrungen 
auch mutative Entstehung in Betracht zu ziehen. Unterstellt man z. B., 
daB das R 1,2-Isolat zu einem R 1,2,4-Isolat mutiert ist, so hatte aber 
diese Neubildung auch die Passage iiber die R 2-Pflanzen in Versuchs- 
glied B iiberdauern und in Versuchsglied C die R 4-Pflanzen erfolgreich 
infizieren miissen. Nimmt man andererseits an, daB das R 1,4-Isolat zu 
einem R 1,2,4-Isolat mutiert ist, so hatte eine solche Neubildung auch 
auf den R 2-Pflanzen in Versuchsglied B und anschlieBend auf den R 4- 
Pflanzen in Versuchsglied C auftreten miissen; es sei denn, die Muta- 
tionen hatten nur waihrend der Passage iiber die R 4-Pflanzen in Versuchs- 
glied B ,,gerichtet‘‘ stattgefunden, wofiir ebenfalls kein Grund ersicht- 
lich ist. 

Wegen des hohen Anteils der auf den R 2-Pflanzen in Versuchs- 
glied D aufgetretenen Neubildungen, von denen die auf dem Test- 
sortiment iiberpriiften alle der Rasse R 1,2,4 angehéren, darf wohl nicht 
auf Mutation als Ursache der Neubildungen geschlossen werden, zumal 
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bei den Bestrahlungsversuchen die Mutationsraten nur 3,79), (zusatz- 
licher Gewinn des R 2-Charakters) und 0,07 und 0,1°/, (zusétzlicher 
Gewinn des R 4-Charakters) betrugen und bei Inoculationen mit un- 
bestrahltem Material nur einmal eine Mutante auftrat. Auf Grund dieser 
Uberlegungen wird mit Vorbehalt der Schlu8 gezogen, daB es sich bei 
den Neubildungen um Produkte von Hyphen- oder Keimschlauch- 
fusionen handelt, welche wahrscheinlich auf den R 0-Pflanzen des Ver- 
suchsgliedes A stattgefunden haben. 

Bei solchen Neubildungen kann es sich um einfachen Kernaustausch 
zwischen Homotypen unter Entstehung von Heterokaryonten handeln. 
Dariiber hinaus besteht die Méglichkeit, daB durch sogenannte para- 
sexuelle Vorgainge ein Austausch von Erbmaterial zwischen genetisch 
verschiedenen Kernen in der vegetativen Phase stattfindet (PonTE- 
corvo 1956 und Buxton 1956, 1959). Zur Entscheidung zwischen 
diesen Méglichkeiten fiir P. infestans bedarf es aber noch eingehender 
Untersuchungen an einem groBen Material, das eine statistische Be- 
arbeitung erlaubt. 

Es mu8 untersucht werden, in welchem Verhaltnis die Anzahl der 
Neubildungen nach Zoosporeninfektionen zu derjenigen nach Sporangien- 
infektion der Versuchsendglieder steht. Ferner miiBte eine groBe Anzahl 
Zoosporenisolate von den Neubildungen hergestellt werden, welche hin- 
sichtlich ihrer Rassenzugehorigkeit auszutesten waren. 

Zur Frage, ob ernahrungsphysiologische Unterschiede zwischen ein- 
zelnen Isolaten der P. infestans rassenspezifisch sind, liegen wider- 
sprechende Befunde von FrENcH (1953), Hopason (1958), HENNINGER 
(1959) sowie THuRSTON, WILDE u. Sup14 (1959) vor. Diese kénnten darauf 
beruhen, daB die verglichenen Herkiinfte sich zum Teil auch durch 
andere Erbfaktoren unterscheiden als durch den Aggressivitatsfaktor. 
Fiir solche Untersuchungen ist es zur Vermeidung solcher Unterschiede 
vorteilhaft, mit Isolaten verschiedener Rassenzugehorigkeit zu arbeiten, 
welche von einem Zoosporenisolat abstammen. Daher verwendeten wir 
Abkémmlinge des Isolates 127g 1 (Rasse R1), welche zum Teil der- 
selben Rasse angehéren und zum Teil durch UV-Bestrahlung hinsichtlich 
ihrer Rassenzugehorigkeit verandert wurden; auch die Neubildungen aus 
den Heterokaryoseversuchen wurden in einigen Versuchen ausgetestet. 
Die Méglichkeit, daB diese Isolate sich, abgesehen von der spezifischen 
Pathogenitat, genetisch voneinander unterscheiden, diirfte bedeutend 
geringer sein als bei Isolaten verschiedener Rassenzugehérigkeit und 
unterschiedlicher Herkunft. An unserem Material traten Unterschiede 
in der Ausnutzung der gepriiften Aminosaéuren zwischen Isolaten ver- 
schiedener Rassenzugehérigkeit nicht auf. Unterschiedliche Nahrstoff- 
anforderungen des Pilzes scheinen also, worauf auch THURSTON, WILDE 
u. Supra (1959) hinweisen, unabhangig von Faktoren fiir spezifische 
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Pathogenitiit vererbt zu werden. Jedoch sind weitere Untersuchungen 
zu dieser Frage notwendig, bei denen man sich zweckmaBigerweise 
ebenfalls kiinstlich erzeugter Mutanten gemeinsamer Abstammung be- 
dient. 

Summary 


1. Mutants of Race R 1,2 (mutation rate: 3.7°/)) and of race R 1,4 
(mutation rate: 0.07°/,) have been produced by ultraviolet irradiation 
of zoospores derived from a single zoospore isolate of race R 1. 

By irradiating zoospores of one of the mutants belonging to race 
R 1,2, other mutants have been produced which in addition have R 4 
character (mutation rate: 0.1°/,). Mutants with R 3 character could not 
be produced. 

2. After simultaneous inoculation of R 0 plants with both a mutant 
of race R.1,2 and R1,4, new strains belonging to race R 1,2,4 could 
be isolated after successive passage through foliage of R4 and R2 
plants. These strains probably are heterokaryons or products of para- 
sexual recombination. 

3. When these mutants and other new strains were used in nutritional 
studies on artificial media containing different amino acids and D-maltose 
in exchange for dextrose, no correlation between nutritional require- 
ments and specific pathogenicity could be detected. 

4. The results are discussed in connection with current literature, 
and the importance of mutation and heterokaryosis with regard to 
specific pathogenicity of Phytophthora infestans is emphasized. 


Herrn Prof. Dr. W. H. Fucus danke ich fiir sein Interesse an diesen Unter- 
suchungen. Ferner danke ich Herrn Dr. H. D. THurston, St. Paul/Minn. USA, 
zur Zeit Bogota, Kolumbien, fiir wertvolle Anregungen. Der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft danke ich fiir Unterstiitzung im Rahmen einer Sachbeihilfe. 
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In a previous study on the metabolism of an autotroph, Streptomyces 
autotrophicus, the present authors discovered that the capacity of this 
organism for fixing carbon dioxide was greatly increased when the cells 
had been allowed to carry out the Knallgas reaction, which constitutes 
the energy-yielding reaction of the organism (Kanat, Miyacut and 
TakamryA 1960). In spite of the significance of this finding, further 
studies of the process were hindered by the slowness of its growth under 
autotrophic conditions. The present study was planned to re-investigate 
this phenomenon, using another autotrophic organism, Hydrogenomonas 
facilis, which is known to grow rapidly with the energy liberated by the 
oxyhydrogen reaction (ScHaTz and Bove i, jr. 1952; CoHEN and 
Burris 1955). 

By the experiment analogous to the “‘pre-illumination experiment”’, 
which has been successfully applied to the photoautotrophic organisms 
to investigate the phenomenon of photochemical formation of “CO,- 
fixing capacity (CALVIN and Benson 1948; Mryacut, Izawa and Tamiya 
1955), it was revealed that the bacterium, by performing the oxyhydrogen 
reaction, develops a capacity for fixing COQ, in the absence of oxyhydro- 
gen atmosphere and that the capacity in question is in itself a labile 
principle, just as it is the case with the corresponding photogenic 
capacity in photoautotrophic organisms. 


Material and Methods 
Organism and its preculture 


The test organism used was a strain of Hydrogenomonas facilis, which was 
generously supplied by Dr. McFappEn of Washington State University, U.S.A. 
In most of the experiments, the bacterium was grown autotrophically by using 
the inorganic culture medium described by Conmn and Burris (1955)!. The in- 
oculated cultures, 1000 ml each in volume placed in stopcocked 5-liter flasks, 


‘Containing, per liter: 1.0g NaHCO,;; 1.0g NH,Cl; 0.5 g KH,PO,; 0.1 g 


MgSO,: 7aq.; 0.1 g NaCl; 0.1 g¢ CaCl,; 8mg Fe(NH,).(SO,).:6aq.; and micro- 
elements (B, Co, Cu, Mn, Zn and Mo). 
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were incubated at 30° under vigorous shaking in an atmosphere of hydrogen-air (4:1). 
After two to three days of the final step of culturing’, the actively growing cells 
were harvested by centrifugation, washed three times with distilled water, and 
suspended in a 0.02 M phosphate buffer (py 7.0) containing 2 mg NH,Cl per ml 
(McFappen and ArKrnson 1957). Usually, 0.12—0.15 g dry weight cells were 
phtained per flask. The harvested cells were stored in an atmosphere of hydrogen 
at 5°. 

In some experiments, the bacterium was grown heterotrophically in an atmo- 
sphere of air, using a culture solution containing 0.5 per cent sodium lactate instead 
of sodium bicarbonate (py 6.6) in the medium described above. The growth rate 
under this condition was greater than that in the autotrophic condition. After two 
to three days of culturing, cells were harvested and stored at 5° in air. 


Apparatus and Methods 


The experimental apparatus used was essentially the same as that employed 
by one of the authors in the “pre-illumination experiments” using Chlorella (Mry ACHI 
1959): a round vessel (“lollipop’”’) and an exchangeable vessel attached below it. 
The lollipop and the exchangeable vessel were each equipped with a rubber stopper, 
through which NaH™CO,-solution or acid-mixture was injected with a syringe. 


In the experiments, in which the time course of CO,-fixation in the presence 
or absence of oxyhydrogen mixture was followed, the bacterial suspension placed. 
in the evacuated lollipop was given (by injection) a NaH'CO,-solution (final 
concentration, 1.4-10-?M) and simultaneously, bubbling with CO,-free oxy- 
hydrogen mixture (5:95) or with CO,-free air was started. At intervals, 3.0 ml 
aliquots of the reaction mixture were quickly transferred from the lollipop into. 
the evacuated (exchangeable) vessels which contained 0.5 ml acetic-hydrochloric 
mixture (4:1) to stop the reaction. 


Determination of the CO,-fixing capacity produced under the CO,-free oxy- 
hydrogen atmosphere, was conducted by the following procedure. The bacterial 
suspension in the lollipop was bubbled with CO,-free hydrogen-air mixture (4:1) 
without provision of NaH'4CO,, and at intervals, aliquots of the cell suspension 
in the lollipop were transferred quickly to the evacuated exchangeable vessels. 
Immediately thereafter, the vessel was flushed with nitrogen (or CO,-free air), 
evacuated again, and a NaH14CO,-solution (final concentration, 1.4 + 10-* M) was. 
injected. The vessel was then reflushed with the same gas to avoid gaseous con- 
tamination. It took about 30 seconds to complete these procedures. After allowing 
cells to react with “CO, for a desired period, they were killed instantaneously by 
introducing an acetic-hydrochloric mixture. In these experiments, bacterial cells 
were always incubated at 30°. 

To measure the quantity of “C fixed by the cells, a 2.0 ml. aliquot was trans- 
ferred from the exchangeable vessel to a stainless steel dish, dried by irradiation 
under an infrared lamp, and the radioactivity determined with a thin-window 
G. M. counter or a windowless gas-flow counter. 


1In order to obtain cultures in a vigorous state of proliferation, the size of 
the culture was raised in three steps: first by transferring a stock culture on in- 
organic agar slants, to a test tube culture (10 ml; without shaking), then to a 
shaking culture using a flask (100 ml; lasting for 3—4 days), and finally to the 
last step of culture in a larger shaking flask (1000 ml). The cultures in the flasks 
were vigorously shaken in an atmosphere of hydrogen-air (4:1); the test tube 
cultures were placed in a sealed glass bottle filled with the same gas mixture. 
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Results 


Comparison of CO,-fixing capacities of cells grown under 
auto- and heterotrophic conditions 


In a preliminary experiment, the capacity for CO,-fixation was 
compared between autotrophically- and heterotrophically-grown cells. 
Each test material was divided into two parts. One half of each suspension 
was placed in a lollipop and NaH™CO, was injected simultaneously with 
the start of the bubbling of oxyhydrogen mixture (5:95). Time course of 
CO,-fixation measured under this condition is presented at the left in 
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Vig.1. 1CO,-fixation by autotrophically- and heterotrophically-grown cells of Hydrogenomonas 
facilis. Autotrophically (open circles) and heterotrophically (solid circles) grown cells, suspended in 
0.02 M phosphate buffer (px 7.0) containing 0.2 per cent NH,Cl, were incubated with the addition of 
NaHCO, (final concentration, 1.4-10-*M) in an atmosphere of oxygen-hydrogen (5:95) (left), 
or in air (right). Lactate (final concentration, 1.8-10-' M) was added at time indicated by arrow 


Fig.1. To the other half of each suspension, NaH™CO, was added under 
constant bubbling of CO,-free air, and the CO,-fixation was measured. 
After the reaction had proceeded for 10.5 minutes, sodium lactate (final 
concentration, 1.8 - 10-° M) was injected into the reaction mixture, and 
the measurement continued. The results obtained are presented at the 
right in the same figure. As will be seen from the figure, the most vigorous 
CO,-fixation was found when the autotrophically grown cells were ex- 
posed to the oxyhydrogen mixture. In the case of the heterotrophically 
grown cells, there was no difference in the amount of CO, fixed in air and 
in oxyhydrogen atmosphere. This indicates that the CO,-fixing capacity 
coupled with the Knallgas reaction is adaptive in nature, occurring only 
when the organism has been grown under the autotrophic condition. 
‘In an experiment not reproduced here, it was observed that the provision 


of oxyhydrogen mixture to the heterotrophic culture of the bacterium was not 
effective in inducing the capacity for autotrophic CO,-fixation. 
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The figure also shows that the CO,-fixation in air was greater in the 
heterotrophically grown cells than in those grown autotrophically, and 
that in both cases the CO,-fixation was enhanced to some extent by the 
provision of lactate. Based on the results obtained in this experiment, 
all the experiments to be described below were performed with the cells 
grown under autotrophic conditions. 


Carbon dioxide fixation induced by pre-incubation 
in oxyhydrogen atmosphere 
Using the autotrophically grown cells, the effect of pre-incubation in 
oxyhydrogen atmosphere (abbreviated: pre-Kn-incubation) was investi- 
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Fig.2. Time course of +4CO,-fixation in pre-Kn-incubated and non-pre-incubated cells of Hydro- 
genomonas facilis. Autotrophically grown cells (0.65 mg dry weight per ml) were suspended in 0.02 M 
phosphate buffer (px 7.0), containing 0.2 per cent NH,Cl. A and A’: after bubbling the cell suspension 
with CO,-free hydrogen-air mixture (4:1) for 60 minutes, the gas space was evacuated, flushed and 
filled (twice) with nitrogen (A, solid circles) or air (A’, open circles). Immediately after the completion 
of the gas exchange, NaH*CO, (final concentration, 1.4 + 10-* M) was added, and the CO,-fixation 
determined. B and B’: NaH"4CO, was added, after pre-Kn-incubation for 30 minutes, in nitrogen (B, 
solid circles) or air (B’, open circles) 
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gated by comparing the CO,-fixing capacity of pre-Kn-incubated cells 
with that of cells pre-incubated in the absence of hydrogen. A measured 
volume of suspension of bacterial cells was placed in the lollipop and 
bubbled with CO,-free hydrogen-air mixture for a period of 60 minutes, 
The lollipop was then evacuated, flushed and filled (twice) with pure 
nitrogen and immediately NaH'CO,-solution was injected into the 
cell suspension. It took 15 seconds to complete the gas exchange. At 
varied times after the introduction of NaH"4CO,, aliquots of the reaction 
mixture were transferred into a series of exchangeable vessels containing 
the acid mixture, and the “C fixed in the cells was determined. Another 
volume of the same cell suspension, as a control, was treated in the same 
way but pre-incubated for 30 minutes in nitrogen instead of oxyhydrogen. 


The results of these experiments are presented at the left in Fig.2. At the 
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right in the figure are shown the results of another set of experiments, in 
which air, instead of nitrogen, was used in the latter half of the incubation. 

The following facts emerge from this experiment. The pre-Kn-incuba- 
tion resulted in a remarkably enhanced 14C-fixation, both under the 
aerobic and anaerobic conditions of incubation with NaH™CO;. The 
CO,-fixation induced by the pre-Kn-incubation, as measured by the 
difference in amounts of !C fixed in pre-treated and non-pre-treated 
cells, was accomplished in a short period (about one minute) of contact 
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Fig.3. Development of 1*CO,-fixing capacity in oxyhydrogen atmosphere and its decay on removal 
of hydrogen. Autotrophically grown cells (0.50 mg dry weight/ml), suspended in 0.02 M phosphate 
buffer (pu 7.0) containing 0.2 per cent NH,Cl, were pre-incubated in (CO,-free) hydrogen-air mixture 
(4:1) for varied periods. CO,-fixing capacity was determined by injecting NaH'*CO, into bacterial 
suspension placed in nitrogen atmosphere. Ordinate: 'C fixed during one minute of contact with 
NaHCO, added immediately after replacement of oxyhydrogen atmosphere with nitrogen or air. 
Abscissa: time of pre-Kn-incubation followed by its cessation before the provision of !*CO, in air or 
in nitrogen atmosphere 


with NaH™COg. In the following experiments, therefore, the capacity for 
CO,-fixation induced by the pre-Kn-incubation was estimated from the 
amounts of MC fixed during the first one minute of reaction with 
NaH"™CO,, without correction for the background fixation which was 
always quite insignificant during the same period. 

The background fixation was found to be greater under the aerobic 
condition, indicating that energy derived from the oxidation of some 
endogenous substance was utilized for the fixation of carbon dioxide. 
The parallel rise of the corresponding curves in the later period of the 
fixation process indicates that the capacity of cells for the background 
CO,-fixation was not modified by the pre-Kn-incubation. 

In the experiment reproduced in Fig.3, the bacterial cells were sub- 
jected to the Kn-treatment, and at various intervals, their capacity for 
CO,-fixation was measured by determining the one-minute /C-fixation 
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in the absence of oxyhydrogen mixture (either in CO,-free air or in 
nitrogen). As may be seen from the figure, the CO,-fixing capacity 
appeared with the beginning of Kn-treatment, and it increased steadily 
to attain a maximum level in about 20—30 minutes, after which it 
decreased gradually (especially in air). (The cause of this gradual decrease 
is obscure at present.) At the 60th minute of the Kn-treatment, the 
oxyhydrogen mixture was removed, the “CO,-fixing capacity being 
continued to be measured by the one-minute “C-fixation as before. As is 
apparent from the figure, the capacity in question rapidly decreased and 
eventually disappeared completely, indicating the unstable nature of the 
capacity induced by the pre-Kn-treatment. 

The course of event occurring in the CO,-fixing capacity was quite 
similar to those observed with Chlorella, whose CO,-fixing capacity 
develops on pre-illumination, attains a steady level after 25—30 minu- 
tes of illumination (at 25°) and decays rapidly after cessation of pre- 
illumination (Catvin and Benson 1948; Mryacut e¢ al. 1955). It should, 
however, be noticed that in the case of Chlorella the decay of “CO,- 
fixing capacity in the dark was accelerated by the presence of oxygen, 
while in the present case the decay of the corresponding capacity in the 
absence of oxyhydrogen atmosphere was retarded in the presence 
of oxygen (air). 

Discussion 

The “pre-illumination”’ experiment performed by Catvrn and Brn- 
son (1948) using green cells has clearly demonstrated that the photo- 
synthetic process can be temporarily separated into photic and non- 
photic phases, and that in the photic phase some agent(s) is formed that 
entails CO,-fixation in the subsequent non-photic phase. Using a chemo- 
autotroph, Thiobacillus thiooxidans, attempts have been made by 
VoaLER and UmpBreir (VocLER 1942; VoaLeR and Umeprerr 1942; 
UmereIt 1954) to examine whether in the energy-yielding process 
(oxidation of sulfur) some substance(s) is formed that can cause subse- 
quently CO,-assimilation in the absence of the energy source. VOGLER 
and Umsreit reported positive results, which were, however, not corro- 
borated by BaaLsRup and Baatsrup (1952) and Nrusureu (1954). The 
technical difficulty in this case was that the removal of energy source 
(sulfur or thiosulfate) prior to supply of CO, could not be performed 
promptly enough. Quite different is the situation in the case of Hydro- 
genomonas facilis, in which the energy-yielding system, hydrogen and 
oxygen, is gaseous, and its addition and removal from the reaction system 
can be performed promptly by simple procedures of evacuation and 
flushing, the whole procedure being effected within such a short time as 
15—30 seconds. It was, thus, clearly demonstrated that, by the pre- 
Knallgas-reaction, a substance(s) is formed which causes CO,-fixation 
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in the absence of the said reaction. Similarity of this substance to the 
photogenic agent(s) produced in the pre-illumination experiment with 
green cells lies also in the fact that it decays rapidly in the absence of the 
energy source. 

The CO,-fixing agent formed in Hydrogenomonas appeared to differ 
in one point from that formed photochemically in green cells. The latter 
has been found to react with, and consumed by, oxygen (as well as by 
several other oxidizing agents such as quinone, 2,6-dichlorophenol indo- 
phenol and hydrogen peroxide), so that in the presence of oxygen its 
steady level obtained in the light is lowered and its decay in the dark is 
accelerated (Mryacut, Izawa and Tamiya 1955; Mryacut, Hirokawa 
and Tamiya 1955; Hrrokawa, Mryacut and Tamiya 1958; Katou, 
Hrrokawa and Mryacut 1958). Based on its behavior towards various 
oxidizing agents, the photogenic agent was inferred to be a reducing 
substance(s). In contrast, the CO,-fixing capacity of Hydrogenomonas 
formed in the oxyhydrogen atmosphere decayed (after removal of oxy- 
hydrogen atmosphere) faster in nitrogen than in air. It may be remarked 
that the “background” CO,-fixation of this bacterium is markedly 
stronger in air than in nitrogen atmosphere (see Fig.2), indicating that 
the bacterium has — besides the CO,-fixing capacity induced by the 
Knallgas reaction — a capacity of fixing CO, with the expenditure of the 
energy of endogenous respiration. The phenomenon that the CO,-fixing 
capacity obtained after the Knallgas reaction appeared to decay slower 
in air than in nitrogen atmosphere may have possibly been caused by a 
simultaneous occurrence of the background COQ,-fixation enhanced by 
the effect of oxygen. Whether or not the CO,-fixing agent formed by the 
Knallgas reaction is, like the photogenic agent appearing in green cells, 
a reducing substance(s) is a question left open for further investigations. 
A possibility also remains that the enhancement of CO,-fixing capacity 
may be due to the formation of a CO,-acceptor and/or an energy-rich 
phosphate compound. Investigations along this line are currently in 
progress. 


Summary 


1. Using a Knallgas bacterium, Hydrogenomonas facilis, dependence 
of its CO,-fixing capacity upon the process of Knallgas reaction was 
investigated under various experimental conditions. 

2. The CO,-fixation coupled with the Knallgas reaction occurred 
strongly in bacterial cells which had been grown autotrophically in an 
oxyhydrogen atmosphere, while it was almost nil when the bacterium 
was grown heterotrophically using lactate as carbon source. In both 
autotrophically and heterotrophically grown cells lactate was found to 
accelerate the CO,-fixation in air (i.e., in the absence of oxyhydrogen), 
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indicating the utilization of the energy of lactate oxidation for the 
CO,-fixation. 


3. With the autotrophically grown cells, it was demonstrated that by 
the pre-incubation of cells in an oxyhydrogen atmosphere in the absence 
of CO,, the cells acquired a capacity of fixing CO, on being brought in 
contact with CO, in nitrogen or in air with cessation of oxyhydrogen 
reaction. The maximum level of this capacity in question was found to 
be attained in about 30 minutes of pre-incubation in the oxyhydrogen 
atmosphere (at 30°). 


4. On removal of hydrogen from the gas mixture after a sufficient 
period of pre-incubation in the oxyhydrogen atmosphere, there occurred 
a decay in the acquired CO,-fixing capacity, the decay being more rapid 
in nitrogen atmosphere than in air. 


The authors express their cordial thanks to Prof. H. Tamtya for his guidance 
and encouragement in carrying out this work. Financial aids from our Ministry 
of Education and the Waksman Foundation of Japan are gratefully acknowledged 
here. 
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Bei Mycobakterien hat die Entwicklung der INH-Resistenz! sehr 
deutliche Veranderungen des Stoffwechsels und des Fermenthaushaltes 
zur Folge (Krets 1958; MUuuer et al. 1960a, b; WINDER 1960). Die fest- 
gestellten Unterschiede sind zum Teil sehr betrachtlich und spezifisch. 
Die darauf aufbauenden diagnostischen Methoden sind von seiten der 
Bakteriologie in hervorragender Weise ausgebaut worden (BONICKE 1957; 
VISCHER et al. 1959). Die Frage der Riickmutation von Keimen in einer 
INH-resistenten Mycobakterien-Population und der INH-Wirkung auf 
INH-resistente Keime ist dagegen bisher nur wenig bearbeitet worden, 
obwohl diese Probleme fiir die Chemotherapie und -prophylaxe von 
grundsatzlicher Bedeutung sind und bei den Klinikern lebhafte Diskus- 
sionen ausgelost haben. In der vorliegenden Arbeit wird daher versucht, 
an Hand von Modellansatzen Aufschliisse iiber diese Fragen zu erhalten. 


Durchftihrung der Versuche 

Bekanntlich sind Stoffwechseluntersuchungen bei Tuberkelbakterien 
sehr schwierig und vor allem sehr zeitraubend. Es war daher naheliegend, 
die Untersuchungen mit séurefesten Saprophyten, bei denen die raschere 
Generationsfolge gleichsam als Zeitraffer wirkt, durchzufiihren. Fir die 
vorliegenden Experimente wurde Mycobacterium smegmatis verwendet. 
Die Anziichtung der INH-resistenten Population erfolgte durch 55 Passa- 
gen auf festen, steigende Dosen INH enthaltenden Nahrbéden (Hohn IV 
in der Modifikation von Gottsacker mit 2°/, Glycerin), 

Als Arbeitsmethode fiir die Feststellung der Stoffwechselveranderun- 
gen wurde die bestens eingefiihrte Messung der Sauerstoffaufnahme nach 
Warsure (vgl. NEGELEIN 1956) herangezogen. Das proportionale Ver- 
halten von Sauerstoffaufnahme und Bakterieneinsaat bei ruhenden bzw. 
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von Sauerstoffaufnahme und Zunahme der Bakterienmasse bei sich ver- 
mehrenden Bakterien ist durch Bestimmung von Zellvolumen im Hama- 
tokrit-Réhrchen unter definierten Bedingungen und Bakterientrocken- 
gewicht sowie durch Markierung mit **P hinreichend nachgewiesen 
worden (IwAInsKy u. Miiier 1960). Durch makroskopische Vergleiche 
wurde die Zunahme der Bakterienmasse am Ende der Versuche erhartet 
(vgl. Braun u. LeBEexK 1958). 


Fortziichtung der einzelnen Passagen. Der gegen 3000 4g INH/ml 
resistente Stamm wurde fiir die anlaufenden Versuche in unterschiedlicher Weise 
subkultiviert. Die Uberimpfung eines Teiles der Bakterienpopulation (Stamm Bs,) 
erfolgte abwechselnd auf INH-freien und 3000 wg INH/ml enthaltenden Nahrbéden 
(immer Hohn IV mit 2°/, Glycerin). Der zweite Teil (Stamm Bgs) wurde nur auf 
INH-freien Nahrbéden geziichtet, wihrend der Rest (Stamm Bpp) tiber Nahr- 
béden mit steigendem INH-Gehalt subkultiviert wurde (14 Passagen 4000 ug 
INH/ml und 28 Passagen 5000 wg INH/ml). Die jeweiligen Subkulturen erfolgten 
im Abstand von 7 Tagen. 

Vorbereitung und Durchfiihrung der Warburgversuche. Im Abstand 
von etwa 4 Wochen wurden fiir diese Versuche von jedem Stamm (bei Bgp von 
einer INH-freien Passage ausgehend) zusatzlich Kulturen auf INH-freien Nihr- 
béden iiberimpft. Damit war eine Verfalschung der Ergebnisse durch gegebenen- 
falls an den Bakterien haftendes oder aus Nahrbodenresten stammendes INH 
weitgehend ausgeschlossen. Die Vorbereitung fiir die Warburgversuche ist bereits 
friiher eingehend beschrieben worden (IwarNsky u. KAPPLER 1956, 1958). Als 
Nahrstoff wurden bei den Versuchen mit ruhenden Bakterien Glycerin, n-Propanol, 
1,2-Propylenglykol, n-Butanol, Bernsteinsiure und Arabinose eingesetzt. Bei sich 
vermehrenden Bakterien wurden Athanol, n-Propanol, Glycerin und Bernstein- 
siure verwendet. Zur Kontrolle der Resistenzverhiiltnisse erfolgte mit Glycerin 
als Kohlenstoffquelle eine Testung mit INH in Konzentrationen von 230 ug und 
2300 ug/ml. Alle Versuche mit sich vermehrenden Keimen wurden nach der so- 
genannten ,,Kurzzeit‘‘-Methode durchgefiihrt (KAPPLER 1960). 


Ergebnisse 

Die Versuche mit ruhenden Bakterien zeigen zunichst die bekannten 
Unterschiede in der Substratoxydation (KAPPLER u. TwaInsky 1959). 
Mit zunehmender Zahl von Subkulturen ist bei der Verwendung von 
n-Butanol beim Stamm Bre eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme, 
beim Stamm Bgg ein Absinken festzustellen. Das gleiche Verhalten laBt 
sich auch beim Einsatz von n-Propanol erkennen, wahrend der Zusatz der 
ubrigen Nahrstoffe eine signifikante Verinderung nicht zur Folge hat. 

Bei sich vermehrenden Keimen erfolgt generell die Sauerstoffauf- 
nahme und die Vermehrung der resistenten Stémme langsamer als beim 
sensiblen Vergleichsstamm (MULLER et al. 1960a,b; IwarNnsky u. 
KAPPLER 1959). Im Vergleich zum sensiblen Ausgangsstamm (A) sinktz. B. 
die Sauerstoffaufnahme des Stammes Bgpr bei einer Versuchsdauer von 
11 Std auf folgende Werte : Naéhrstoff Athanol 50°/,, Nahrstoff n-Propanol 
33°/o, Nahrstoff Glycerin 36°/) und Nahrstoff Bernsteinsdéure 46°/). 
Damit hat der Stamm im Vergleich zu den friiher ermittelten Werten 
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(Iwarnsky u. KApPLER 1959) durch die fortlaufende Ziichtung auf INH- 
haltigen Nahrbéden vor Beginn dieser Versuche eine deutliche Minderung 
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Abb. 1 Abb. 2 
Abb.1. Verdnderung der Sauerstoffaufnahme im Verlauf der Fortziichtung der Stimme Bsg und Bre 
(Nahrstoff Glycerin, Sauerstoffaufnahme des Stammes Bgpr in 11 Std = 100). +++ Sauerstoffauf- 
nahme des Stammes Bgg; --- Sauerstoffaufnahme des Stammes Ber 
Abb.2. Verdnderung der Sauerstoffaufnahme im Verlauf der Foriziichtung der Stimme Bsgg und Brr 
(Nahrstoff n-Propanol, Sauerstoffaufnahme des Stammes Bgz in 11 Std = 100). +++ Sauerstoff- 
aufnahme des Stammes Bgs; ++: Sauerstoffaufnahme des Stammes Ber 
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Abb.3 Abb. 4 
Abb.3. Verdnderung der Sauerstoffaufnahme im Verlauf der Fortztichtung der Stimme Bgg und Brr 
(Naihrstoff Athanol, Sauerstoffaufnahme des Stammes Bgz in i1 Std = 100). +++ Sauerstoff- 
aufnahme des Stammes Bgg; -** Sauerstoffaufnahme des Stammes Brr 


Abb.4. Verdnderung der Sauerstoffaufnahme im Verlauf der Fortztichtung der Stimme Bgg und Brr 
(Nahrstoff Bernsteinsdure, Sauerstoffaufnahme des Stammes Bgzin 11 Std = 100). +++ Sauerstoff- 
aufnahme des Stammes Bgg; - ++ Sauerstoffaufnahme des Stammes Brr 
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der Sauerstoffaufnahme und der Vermehrung bei der Oxydation von 
Athanol und Bernsteinsdure erfahren. 
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Die bei ruhenden Bakterien mit zunehmender Zahl der Subkulturen nur 
schwer erfaBbaren Verainderungen sind bei sich vermehrenden Bakterien 
wesentlich deutlicher. Wird die im Verlauf der Untersuchungen konstante 
Sauerstoffaufnahme des Stammes Bg z gleich 100°/, gesetzt, dann steigt 
mit zunehmender Zahl der Subkulturen die Sauerstoffaufnahme und die 
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Abb. 5 Abb. 6 
Abb.5. Sauerstoffaufnahme proliferierender Zellen verschiedener Stimme von M. smegmatis (34, Passage) 
(Nahrstoff Glycerin). ¢ e Stamm 4; ----- Stamm Bss; ¢——e Stamm Bgp; 
——— Stamm Bre 


Abb.6. Beeinflussung der Sauerstoffaufnahme verschiedener Sttimme von M. smegmatis durch unter- 

schiedliche INH-Dosen (50. Passage). (Nihrstoff Glycerin). ¢ @ Stamm A ohne Inhibitor; 

e¢——e Stamm 4 mit 230 »g INH/ml; ----- Stamm 4A mit 2300 “«g INH/ml; ©—o—o Stamm 

Bre ohne Inhibitor; 0——--o Stamm Bre mit 230 ug INH/ml; o—-o-—o Stamm Brr mit 
2300 ug INH/ml 


Vermehrung des Stammes Bgs bei allen untersuchten Nahrstoffen, 
waihrend beim Stamm Brp das Gegenteil der Fall ist (vgl. Abb. 1—4). 
Das Wachstum des Stammes Bre wird letzten Endes so weit beeintrach- 
tigt, dai gegen Ende der Versuche eine Weiterziichtung auf festem Nahr- 
boden Schwierigkeiten bereitet. 

Aus Abb.5 ist der Verlauf der unterschiedlichen Sauerstoffaufnahme, 
insbesondere der exponentielle Anstieg am Beispiel eines Versuches 
wiedergegeben, da die summarische Wiedergabe der Abb.1—4 natur- 
gemaf eine Aussage hinsichtlich der Dynamik nicht erlaubt. 

Die Stémme werden durch INH in unterschiedlicher Weise beein- 
fluBt. Die Sauerstoffaufnahme des sensiblen Stammes 4 wird erwartungs- 
gemif durch 230 wg INH in gleichbleibendem Ausma8 auf 27°/, der 
nicht gehemmten Atmung reduziert. Die Stimme Bsr und Br R Werden 
durch diese INH-Dosis nicht beeinflu8t. Der Stamm Begg wird dagegen 
mit steigender Zahl der Subkulturen in zunehmendem MaBe durch INH 
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gehemmt. So betrug z. B. die Sauerstoffaufnahme bei den zuletzt durch- 
gefiihrten Versuchen nur 50°/, des entsprechenden Ansatzes ohne In- 
hibitor. 

Die Erhéhung der INH-Dosis auf das Zehnfache (2300 ug/ml) hat 
eine weitere Verstarkung der Hemmwirkung zur Folge. Wird die bei 
Zusatz von 230 ug INH/ml erreichte Sauerstoffaufnahme gleich 100 
gesetzt, dann sinkt bei einer INH-Dosis von 2300 ug/ml die Atmung des 
sensiblen Stammes A auf ~ 86°/,, die der Stimme Bgp und Beg auf 
~ 63°/). Selbst der auf festem Nahrboden gegen 5000 ug INH/ml 
resistente Stamm Brpr wird noch beeinfluBt, denn seine Sauerstoff- 
aufnahme ist auf 90°/, erniedrigt. 


Auswertung der Ergebnisse 

Der Stoffwechsel ruhender Bakterien scheint, wie die anndhernd 
gleichbleibenden Versuchsergebnisse zeigen, relativ schwer beeinfluBbar 
zu sein. Lediglich der Stamm Brr macht eine Ausnahme. Hier ist die 
Steigerung des Resistenzgrades mit einer weiteren Zunahme des Sauer- 
stoffverbrauches verkniipft, wenn n-Propanol bzw. n-Butanol als Nahr- 
stoff verwendet werden. Dieser sehr charakteristische Unterschied in der 
Oxydation primarer Alkohole kann auf eine Veranderung des Perme- 
ationsvermogens zuriickgefiihrt werden und zeigt, wie bereits frither 
diskutiert (KAPPLER u. IwatnsKy 1959), méglicherweise eine durch die 
fortlaufende Behandlung mit steigenden INH-Dosen verursachte Ver- 
anderung der lipoidhaltigen Zellwand an. 

Die Messung der Vermehrungsatmung ist fiir die vorliegende Pro- 
blemstellung die empfindlichere Methode, wie die relativ rasch nach- 
weisbaren Unterschiede gegeniiber der Ausgangssituation zeigen. Im 
Gegensatz zum sensiblen Ausgangsstamm und zum Stamm Byp ver- 
andert der Stamm Bgy sein Stoffwechselverhalten — wie aus den Ver- 
suchsergebnissen ersichtlich ist — und nimmt gegen Ende der Experi- 
mente etwa eine Mittelstellung zwischen den beiden genannten Stémmen 
ein. Damit geht parallel eine Erhéhung der Sensibilitaét gegeniiber INH. 
In analoger Weise ist beim Stamm Bra die Verminderung der Vermeh- 
rungsgeschwindigkeit mit einer Resistenzsteigerung verkntipft. Die bei 
der Weiterfiihrung des Stammes gemachten Erfahrungen lassen fiir die 
biochemisch faBbaren Veranderungen den Ausdruck ,,Vitalitatsminde- 
rung im Sinne von Herrmann (1958) fiir gerechtfertigt erscheinen. 
An Hand der vorliegenden Versuche la8t sich naturgema8 nicht ent- 
scheiden, ob diese Veranderungen vorwiegend durch Mutation oder 
Adaptation bedingt sind. Die Auswirkungen sind in jedem Falle die 
gleichen. 

Die Versuche mit INH lassen erkennen, da es je nach der Dosis eine 
makroskopisch erkennbare Vermehrungshemmung oder eine nur mit 
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empfindlichen Methoden sicher nachzuweisende Vermehrungsverzogerung 
bewirkt. Damit zeigt sich auch hier die von LesEK (1960) kiirzlich 
eingehend diskutierte Problematik des Resistenzbegriffes in aller Deut- 
lichkeit. Wenn auch die Ergebnisse nicht ohne Vorbehalt auf die patho- 
genen Mycobakterienstémme iibertragen werden kénnen, so sind doch 
die Méglichkeiten zu erkennen, die sich der Chemotherapie auch beim 
Vorliegen INH-resistenter Staéimme bieten. Gleichzeitig sind die Gefahren 
eines zu friihen Absetzens des INH beim Auftreten INH-resistenter 
Staémme aufgezeigt. LerpeK (1960) kam bei seinen Untersuchungen zu 
gleichen Ergebnissen. Bereits nach zehn Passagen tiber INH-freien 
Nahrboden konnte er ein Nachlassen der INH-Resistenz feststellen. Bei 
anderen Tuberculostaticis war eine solche Resistenzminderung nicht 
festzustellen. 

Die Versuchsergebnisse geben dariiber hinaus wertvolle Hinweise fiir 
den Wirkungsmechanismus des INH. Die Beeinflussung INH-resistenter 
Stamme durch ,,unterschwellige‘‘ INH-Dosen sowie der verhaltnismaBig 
rasche Verlust der INH-Resistenz sprechen sehr fiir die Existenz eines 
die Stoffwechseleigenschaften bestimmenden Gleichgewichtes Nicotin- 
sdure +> Isonicotinsiure. Damit gewinnen die ersten Teilreaktionen der 
Hypothese von Kricrr-THIEMER (1957), wonach INH nach Permeation 
der Zellwand zur Isonicotinséure umgesetzt und diese wahrscheinlich an 
Stelle der Nicotinsaure in ein dann inaktives Diphosphopyridinnucleotid 
(ZATMAN et al. 1954) eingebaut wird, sehr an Wahrscheinlichkeit. Ver- 
suche zum sicheren Nachweis dieses Gleichgewichtes und seiner Beein- 
flussung sind im Gange. 


Zusammenfassung 


1. Von einem unter definierten Bedingungen geziichteten INH- 
resistenten Ausgangsstamm von Mycobacteriwm smegmatis wird die 
Frage der Riickmutation und der Vitalitatsschadigung der Bakterien 
untersucht. Dazu werden die jeweiligen Populationen auf Nahrbéden 
fortgeziichtet, die sich im INH-Gehalt unterscheiden. 


2. In regelmaBigen Zeitabstinden wird die Verwertung verschiedener 
Nahrstoffe bei ruhenden und sich vermehrenden Keimen untersucht. 
Unter Bedingungen der Ruheatmung steigt die Sauerstoffaufnahme der 
Bakterienpopulation, die iiber Nahrbéden mit steigendem INH-Gehalt 
geziichtet werden, wenn n-Propanol und n-Butanol als Nahrsubstrat 
eingesetzt werden. 


3. Bei sich vermehrenden Keimen sind in Abhangigkeit von der 
Passagenzahl deutliche Verinderungen festzustellen. Die iiber INH- 
freie Nahrbéden geziichtete Population gleicht sich in zunehmendem 
Make dem Verhalten des sensiblen Vergleichsstammes an. Der iiber 
Nahrbéden mit steigendem INH-Gehalt geziichtete Anteil zeigt generell 
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eine fortlaufende Beeintrachtigung seiner Vermehrungsvorginge. Die 
kulturelle Weiterziichtung ist schlieBlich in Frage gestellt. 


4. INH wirkt auch in Dosierungen, die unter denen der Resistenz- 
grenze liegen, auf INH-resistente Keime wachstumsverzégernd. 


5. Die Ergebnisse werden im Hinblick auf ihre Bedeutung fiir die 
Chemotherapie und fiir den Wirkungsmechanismus des INH diskutiert. 


Frau I. StrepHan und Herrn G. Hornxis sei auch an dieser Stelle fiir ihre eifrige 
und gewissenhafte Mitarbeit gedankt. 
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Die Verwertung phenolischer Verbindungen durch 
WeiBfaulepilze 


Von 
WOLFGANG FLAIG und KONRAD HAIDER 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 23. Mai 1961) 


Auf Grund der bisherigen Kenntnis des mikrobiellen Abbaus des 
Lignins scheint dazu hauptsachlich eine Gruppe der Basidiomyceten, 
die sogenannten WeiBfaulepilze, befihigt zu sein. Der Weg, der ihnen 
eine Verwertung des Makromolekiils Lignin als zusatzliche oder alleinige 
Energiequelle erméglicht, ist jedoch nicht bekannt. 

Analog der Verwertung anderer Makromolekiile wie Cellulose oder 
Protein méchte man annehmen, da8 auch das Lignin nur in Form kleinerer 
Spaltstiicke verwertet werden kann. Nach Untersuchungen tiber die Ein- 
wirkung von Mikroorganismen auf Lignane, also kleinere Lignineinheiten, 
durch W. A. Konrrzxa, M. J. Prtozar jr. u. S. Gorryres (1952), sowie 
H. H. Tapax, C. W. CoamBers u. P. W. Kasier (1959) entstehen im 
Verlauf ihrer Spaltung niedermolekulare Phenole. Ebenso treten im 
Verlauf der Verrottung pflanzlichen Materials, z. B. Stroh, Phenol- 
carbonséuren und Phenolaldehyde auf, die sehr wahrscheinlich Spalt- 
stiicke des Lignins darstellen. 

Der Um- und Abbau des Lignins steht in engem genetischen Zusam- 
menhang mit der Bildung von Humusstoffen ; bei einem Abbau abgestor- 
bener Pflanzenteile gehen die leichter verwertbaren Bestandteile rasch 
in den Bau- und Betriebsstoffwechsel der Mikroorganismen_iiber, 
wahrend das schwerer verwertbare Lignin langsamer zersetzt wird und 
eine wesentliche Quelle der Humusstoffe darstellt. Das Studium der 
Veranderungen, die durch Mikroorganismen am Lignin durchgefiihrt 
werden kénnen, sind ein wesentlicher Teil der Erforschung der Humus- 
stoffe. Uber die bei der Umbildung von Lignin in Humusstoffe beteilig- 
ten Mikroorganismen oder -gruppen herrscht weitgehend Unkenntnis; 
iiber eine wesentliche Beteiligung der speziellen Gruppe der WeiBfaule- 
pilze bei diesem Vorgang liegen keine stichhaltigen Ergebnisse vor. Je- 
doch ist diese Mikroorganismengruppe verhiltnismaBig gut geeignet, 
die dabei méglichen Vorginge zu untersuchen. 

Arbeiten von W. BAVENDAMM (1928) sowie V. Trony u. L. SCcHANEL 
(1959) weisen auf die starke Bildung von Phenoloxydasen hin, die bei 
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anderen Organismen nicht in dem MaBe zu beobachten ist. Wir méchten 
uns jedoch der bei R. Réscu (1961) ausfiihrlicher diskutierten Ansicht 
anschlieBen, da diesem Enzymkomplex wahrscheinlich kein direkter 
Anteil beim Abbau des Lignins zuzukommen braucht [siehe auch 
W. Fraie u. K. Hamper (1961)]. Nach Untersuchungen anderer Autoren 
und unseren eigenen, vermégen Enzyme dieser Art zwar auf Lignin und 
Ligninspaltstiicke oxydierend zu wirken, bei ihrer Einwirkung auf die 
Ligninspaltstiicke entstehen jedoch wiederum polymere Produkte, in die 
das Enzymproteid eingebaut ist und die einen huminsiuredhnlichen 
Charakter haben kénnen. Ebensowenig bewirken diese Enzyme eine 
Spaltung phenolischer Ather, also beispielsweise eine Demethylierung 
der Methoxylgruppen oder eine Spaltung der das Ligninmolekiil ver- 
kniipfenden Athergruppierungen [siehe dazu auch G. Scumip u. L. Cara- 
LINA (1960)]. 


Die eingangs erwahnten phenolischen Verbindungen, die wir als 
Spaltstiicke des Lignins ansehen, sind zumeist Phenolcarbonsauren oder 
Phenolaldehyde mit teilweise methylierten OH-Gruppen. Erfolgt ein 
Abbau des Lignins auf dem Weg iiber diese Verbindungen, so mu8 den 
Pilzen ihr weiterer Abbau zur Energiegewinnung méglich sein; festzu- 
stellen, ob ein Abbau dieser Verbindungen durch Phenoloxydasen erfol- 
gen kann oder ob dafiir eigene Enzymsysteme notwendig sind, war ein 
Ziel unserer Untersuchungen. Wir k6nnen darauf eine klare Antwort. 
geben, befassen uns aber weiterhin mit Untersuchungen, ob der geschil- 
derte Weg zur Energiegewinnung aus den phenolischen Verbindungen 
der einzige ist. 


I. Verwertung phenolischer Verbindungen als Kohlenstoffquelle 
: 1. Vorversuche? 


Zunachst priiften wir in einer Reihe von Versuchen, ob durch Zugabe 
von Phenolcarbonsduren und Phenolaldehyden zu Flissigkeitskulturen 
von holzzerstérenden Basidiomyceten eine Steigerung oder Hemmung 
des Wachstums eintrat, weiterhin ob diese Substanzen allein, ohne 
Zusatz weiterer leichtverwertbarer Energiequellen, den Pilzen in Fliissig- 
keitskulturen ein Wachstum ermdglichen. 

Bei diesen Versuchen verwendeten wir folgende Pilze: Polystictus versicolor, 
Trametes radiciperda, Trametes pini, Stereum rugosum, Stereum hirsutum, Poly- 
porus adustus, Plewrotus ostreatus und Polyporus fomentarius. Alle diese Pilze sind 
sogenannte Weiffaulepilze; ein Teil von ihnen stammt aus dem Centraalbureau 


voor Schimmelecultures, Baarn, Holland, ein anderer Teil aus dem Institut fir 
Pflanzenkrankheiten der Biologischen Bundesanstalt?. Die Verbindungen, die wir 


1 Diese Versuche sind teilweise durch Herrn Prof. Dr. E. Kistrr durchgefiihrt. 


worden. : : 
2 Herrn Prof. Dr. H. Zycua danken wir fiir die Uberlassung der Stiimme. 
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den Fliissigkeitskulturen dieser Pilze zusetzten, waren Protocatechusiure, Vanillin- 
siiure, p-Oxybenzoesiiure, p-Oxybenzaldehyd (alle Priparate ,,reinst“‘ von der 


Tabelle 1 


Zusitze zur Naihrlésung 
(nach S,. GOTTLIEB et al.) 


°/, des 
Gew. d. Gewichtes 
Trocken- | gegeniiber in 
mycelsin mg | Giycoselésung 
nach 8 Tagen gew. Proben 


0,5°/, Glucose 


Vanillinsaure 

0,5°/, Glucose + 0,01°/, 
0,5°/, Glucose + 0,05°/, 
0,5°/, Glucose +0,1 °/) 
keine Glucose  0,05°/, 
keine Glucose 0,1 °/, 
Vanillin 

0,5°/, Glucose + 0,01°/, 
0,5°/, Glucose + 0,05°/, 
0,5°/, Glucose +-0,1 °/) 


keine Glucose 0,05°/, 
keine Glucose 0,1 °/, 
Protocatechusaure 


0,5°/, Glucose + 0,01°/, 
0,5°/, Glucose + 0,05°/, 
0,5°/, Glucose +0,1 °/, 
keine Glucose  0,05°/, 
keine Glucose 0,1 °/, 


p-Oxybenzoesaure 

0,5°/, Glucose + 0,01°/, 
0,5°/) Glucose + 0,05°/, 
0,5°/, Glucose +0,1 °/, 
keine Glucose 0,05°/, 
keine Glucose 0,1 °/, 


p-Oxybenzaldehyd 

0,5°/, Glucose +-0,01°/, 
0,5°/) Glucose + 0,05°/, 
0,5°/, Glucose +-0,1 °/, 


74,3 100 
62,5 84 
139,2 182 
157,5 212 
7 os 
7,2 i 
59,1 79 
63,7 86 
32,9 44 
3,6 a 
74,4 100 
94,0 113 
163,3 219 
7,4 ae 
10,4 wv 
85,4 115 
120,3 162 
133,8 180 
8,7 a 
7,5 ms 
62,1 83 
58,6 17 
8,9 12 


Wahrend der Bebriitung traten in den Lésun- 


gen mehr oder weniger starke Verfiirbungen von 


Rot- bis Gold- oder Schwarzbraun auf. 


Firma Schuchardt) und Vanillin 
(zweimal aus Wasser bis zur 
Schmelzpunktsreinheit um- 
kristallisiert). 


Die Versuchsanstellung war 
folgende: Zu einer Salzlésung 
nach §S. GorriresB, W.C. Day 
u. M. J. PEtozar jr. (1950), 
der teilweise 0,5°/, Glucose 
zugesetzt worden war, wurden 
als zusaitzliche oder alleinige 
Kohlenstoffquelle die genann- 
ten Verbindungen in einer 
Konzentration von 0,01, 0,05 
und 0,1°/, zugegeben. Jeweils 
50 cm? dieser Lésungen wurden 
mit Homogenisaten der Pilze 
beimpft und in 200 ml Erlen- 
meyerkélbchen am Schiittel- 
tisch bei 180 Umdrehungen/min 
bei 20—22° bebriitet. Nach 7 
bzw. 8 Tagen wurden die 
Lésungen abfiltriert und die 
Frisch- und Trockengewichte 
der Mycelien bestimmt. Bei 
der Auswertung der Versuche 
ergab sich eine Steigerung des 
Trockengewichtes —_ besonders 
durch die Phenolcarbonsauren. 
Die Phenolaldehyde hemmten 
in den meisten Fallen das 
Wachstum. Besonders stark 
war die foérdernde oder hem- 
mende Wirkung bei den rasch 
wachsenden Polystictus- und 
Polyporus-Arten, waihrend die 
anderen Pilze in den Lésungen, 
so langsam wuchsen, daf die 
Effekte schwiicher hervortraten. 
In Tab.1 geben wir die Mycel- 
mengen von Polystictus versi- 


color aus jeweils drei unter den angegebenen Bedingungen gewachsenen Proben 
wieder. Die Polyporus-Arten ergaben ahnliche Werte. 


2. Nachweis der Verwertbarkeit dieser Verbindungen mit Hilfe 
analytischer Methoden 

Aus Tab.1 ist zu ersehen, da durch den Zusatz von Phenolcarbon- 
siuren eine teilweise ziemlich starke Férderung des Mycelwachstums 
auftritt. Diese Versuche sagen allerdings wenig dariiber aus, ob die 
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Substanzen durch die Pilze verwertet werden k6nnen; immerhin war 
das geringfiigige Wachstum der Pilze in den Lésungen mit Phenol- 
carbonséuren ohne Glucose ein Hinweis dafiir. Bei den Lésungen mit 
Glucose kann es sich auch um einen reinen Stimulationseffekt handeln. 
Wir versuchten, durch eine Analyse des Kohlenstoff- und des Glucose- 
gehaltes der bebriiteten Lésungen eine Entscheidung dariiber zu treffen, 
inwieweit eine Verwertung der zugesetzten phenolischen Verbindungen 
oder eine Stimulation stattgefunden hat. Der fiir diese Versuche ver- 
wendete Organismus war Polystictus versicolor; die dabei untersuchten 


Tabelle 2 
Berechn. C-Geh. Glue. C Gesamt C 
Zusitze z. Nihrlésung mg mg Gluc. C+ mg | nach 8tag. | nach 8tig, | Trockengewicht 
Glue. + mg Phenol/50 ml Lsg. Phenol C/50 ml Bebr. Bebr. des Mycels 

Lsg. in mg in mg in mg 
250 mg Glucose 100 ee Spall 53,4 
Vanillinséure 
250 mg Glucose + 5 mg 100+ 2,86 5,15 5,30 ODD) 
250 mg Glucose + 25 mg 100+ 14,30 11,6 11,05 46,1 
250 mg Glucose + 50 mg 100 + 28,60 34,4 37,05 39,9 
keine Glucose -+25 mg — +14,30 — alles 2,8 
keine Glucose -+50 mg — +28,60 — 4,65 3,5 
Vanillin 
250 mg Glucose + 5 mg 100+ 3,16 40,5 42,35 26,5 
250 mg Glucose + 25 mg 100 + 15,80 72,0 90,50 8,9 
Protocatechusaure 
250 mg Glucose + 5 mg 100+. 2,73 4.8 4,90 57,0 
250 mg Glucose + 25 mg 100 +13,65 5,2 9,45 65,2 
250 mg Glucose + 50 mg 100 + 27,30 8,0 30,0 59,7 
keine Glucose +25 mg — + 13,65 — 9,14 1,3 
keine Glucose -+50 mg — +27,3 — 19,25 2,5 


Substanzen waren Protocatechusadure, Vanillinséure und Vanillin. Die 
Versuchsbedingungen waren wie oben beschrieben. 


Nachdem die Kélbchen 8 Tage lang an der Schiittelmaschine bei 20° C geschiit- 
telt worden waren, wurde das inzwischen verdunstete Wasser wieder zugesetzt und 
das Mycel von den Lésungen durch Filtration abgetrennt. Aus diesen Lésungen 
wurden an aliquoten Teilen Glucosebestimmungen mit Anthronreagens nach 
L. C. Moxrason (1954) durchgefiihrt, ein anderer aliquoter Teil wurde bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und durch Verbrennung der gesamte Kohlenstoff- 
gehalt ermittelt. Zur Kontrolle wurden ebenso bei einigen Mycelien die Kohlen- 
stoffgehalte bestimmt. 


Tab.2 zeigt, da& wahrend der Bebriitung eine Verminderung des 
Kohlenstoffgehaltes der Phenolcarbonsiuren eintritt, hingegen ist sie bei 


dem Phenolaldehyd gering. Der Versuch 1i8t aber keineti Schlsse auf 
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die Art und Weise des Abbaues zu; auch war die Méglichkeit gegeben, 
daB die Phenolcarbonsauren als solche oder in polymerisierter Form ins 
Mycel eingelagert werden. 


3. Versuche zur Isolierung und Identifizierung 
von Spaltprodukten 


Zunachst hofften wir durch spektroskopische Untersuchungen einen 
AufschluB dariiber zu bekommen, wie der Abbau der Phenolcarbonsauren 
verlief. Die aus bebriiteten Lésungen gemessenen UV-Absorptions- 
spektren waren jedoch uncharakteristisch und gaben wenig Hinweise 
auf Zwischenprodukte. Abb.1, 2 und 3 zeigen die Spektren von Proto- 
catechusaure, Vanillinsiure und Vanillin und die wahrend der Bebrii- 
tungszeit auftretenden Veranderungen. 


Die Spektren wurden in wiSrigem Phosphatpuffer py 7,0 gemessen. Bei den 
beiden Phenolcarbonsaiuren nehmen die beiden Maxima ab und verschwinden dann 
allmihlich, ohne da neue Maxima auftreten. Am Ende der Bebriitungszeit liegen 
uncharakteristische UV-Kurven vor, bei denen die Extinktion von 310—235 mu 
gleichmaBig und dann stark ansteigt. Auch im Gebiet von 400 my sind nur schwache 
Maxima zu sehen, die auf eine Bildung von Chinonen aus den Phenolen hindeuten. 
Immerhin waren diese Versuche eine Bestiatigung der Ergebnisse der Kohlenstoff- 
analysen, némlich, daf die phenolischen Verbindungen aus den Lésungen ver- 
schwinden. 

Bei Vanillin (Abb.3) trat besonders nach einer langeren Bebriitungsdauer eine 
Verschiebung der UV-Maxima nach kiirzeren Wellenlingen hin auf, so daB ein 
Spektrum vorlag, bei dem auf Grund der Verschiebung des Maximums vermutet 
werden kann, dafi waihrend der Bebriitung Vanillinsiure gebildet wird. Nach etwa 
10 Tagen verschwanden auch hier bei den geringeren Konzentrationen an zugesetz- 
tem Vanillin in glucosehaltigen Lésungen die Maxima, und es lag eine UV-Absorp- 
tionskurve vor, die nur Endabsorption zeigte. Da sich auch chromatographisch 
Vanillinsiure in geringen Mengen nachweisen lieB, ist es wahrscheinlich, daB der 
Aldehyd durch den Pilz zur Saure oxydiert wird. Bei spiiteren Versuchen, die wir 
demnichst verdffentlichen, konnten wir eine Aldehydoxydase in Mycelhomogenaten 
von Weiffaulepilzen nachweisen. FarMER, HmNDERSON u. RussxEL (1959) sowie 
Summazono u. Norp (1960) finden durch Polystictus versicolor eine Reduktion von 
Phenolearbonsiiuren und -aldehyden zu Alkoholen; wir konnten dies bei unseren 
Untersuchungen bisher nicht feststellen. 


Da es bei einer Verwertung von Phenolearbonsiuren im Stoffwechsel 
der Pilze wahrscheinlich war, daB bei einer Offnung des aromatischen 
Ringes Ketocarbonsduren entstehen, die dann im Fettsdiurestoffwechsel 
weiter abgebaut werden, untersuchten wir die bebriiteten Lésungen mit 
Reagentien auf Ketogruppen; es waren dies das Reagens nach Lucan 
nach HouBEN-WeyL (1953), aus Nitroprussidnatrium und Natronlauge, 
und ein Reagens aus Salicylaldehyd und konzentrierter Schwefelsaure 
nach Housen-Weyt (1953); letztes Reagens ist spezifisch fiir Keto- 
verbindungen der Gruppierung — CH,COCH, —. Mit beiden Reagentien 
trat nach einer mehrtigigen Bebriitungszeit in Lésungen, denen Proto- 
catechuséure zugesetzt war, eine positive Reaktion auf, die sich im 
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weiteren Verlauf der Bebriitung verstarkte. Da wir bei diesen Lésungen 
keinen Erfolg hatten, Ketoverbindungen chromatographisch oder 
elektrophoretisch nachzuweisen, versuchten wir eine Isolierung der 
Ketoverbindungen als Derivate. 


7, é . : 
“00 HO 260 260 00m 40, GUO 2600 = 280 300 520 HOT mL 


Abb. 1 Abb. 2 


Abb.1. Probe mit 0,05°/, Protocatechusdure und 0,5°/, Glucose mit Phosphatpuffer pu 7,0 1:50 verd., 
gemessen in i1cm Schichtdicke gegen Phosphatpuffer px 7,0. Spektrum am 1. Tag e e; 


Spektrum am 3. Tag = 1. Tag; Spektrum am 5. Tag x x; Spektrum am 8. Tag © © 


Abb.2. Probe mit 0,05°/, Vanillinsiure und 0,5°/, Glucose mit Phosphatpuffer pu 7,0 1:50 verd., 
gemessen in 1 cm Schichtdicke gegen pu 7,0. Spektrum am 1. Tag @ @; Spektrum am 3. Tag 
° ©; Spektrum am 5. Tag x x ; Spektrum am 8. Tag ® ® 


220 20 G60 280 0 S20 F440 F60 ML 


Abb.3. Probe mit 0,01°/, Vanillin und 0,5°/, Glucose mit Phosphatpuffer pu 7,0 1:10 verd., gemessen 
in 1 em Schichtdicke gegen Phosphatpuffer pu 7,0. Spektrum am 1. Tag @ e; Spektrum am 
3. Tag ° 0; Spektrum am 5. Tag x x ; Spektrum am 8. Tag © ® 


Dazu wurden 21 einer 10 Tage mit Polystictus versicolor bebriiteten Nahrsalz- 
lésung mit 0,19/, Protocatechusiure und 0,5°/) Glucose als Zusatz nach Abtrennen 
des Mycels i. Vak. bei 35°C bis auf 30 ml eingedampft. Dieses Konzentrat, das eine 
starke Reaktion auf Ketogruppen zeigte, wurde ausgeithert, um die nicht verwer- 
tete Protocatechusiure zu entfernen, und dann zur Trockne gebracht. Der trockene 
Riickstand wurde mit Methanol erschopfend extrahiert, und aus einem Teil der 
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methanolischen Lésung wurden durch 2,4- Dinitrophenylhydrazin nach HouBEN- 
Wevt (1953) die entsprechenden Hydrazone ausgefallt. Bei einem anderen Teil der 
methanolischen Lésung wurden nach HovuBEn-WEYL (1953) die Semicarbazone 
isoliert. Die abgetrennten Dinitrophenylhydrazone wurden mehrmals aus Athanol 
unkristallisiert und besaBen dann einen Schmelzpunkt von 207°C (unkorr.) ; bei der 
Chromatographie in n-Butanol, Athanol (80:20) traten mehrere Flecken auf. 
Gleichzeitig wurden aus mehreren Ketosiuren die Dinitrophenylhydrazone her- 
gestellt und mit unseren Produkten verglichen, dabei stimmte das aus /-Keto- 
adipinsiure und das aus Livulinsiure isolierte Hydrazon in seinen Schmelzpunkten 
und chromatographischem Verhalten mit unserer Verbindung weitgehend tiberein, 
jedoch fanden wir bei der chromatographischen Analyse unseres Hydrazon- 
gemisches noch andere Hydrazone sowie 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Das Reaktions- 
produkt mit Semicarbazidhydrochlorid wurde mehrmals aus Methanol umkristalli- 
siert und schmolz scharf bei 184° unter Zersetzung; das Semicarbazon der 
Ketoadipinsiure hatte einen Schmelzpunkt von 185° ebenfalls unter Zersetzung, 
der Mischschmelzpunkt ergab keine Depression. Das Semicarbazid der Lavulinsaiure 
schmolz bei 187°. 

Aus diesen Ergebnissen war zu schlieBen, daB 6-Ketoadipinsaure als 
intermediares Stoffwechselprodukt bei der Verwertung von Protocatechu- 
sdure durch Polystictus versicolor entsteht. Auch bei der Einwirkung des 
Pilzes auf Vanillinséure konnten wir mit den erwahnten Farbreagentien 
auf Ketoverbindungen eine schwach positive Reaktion feststellen. 
Ferner konnten wir einige Male auch Protocatechusaure in diesen An- 
sitzen nachweisen, so dab wir vermuten, da eine Spaltung der Methoxyl- 
gruppe durch den Pilz bewirkt werden kann; auf diesem Gebiet wollen 
wir jedoch noch weitere Untersuchungen vornehmen. 

Es lag uns nunmehr noch daran, den genaueren Weg der Ring- 
spaltung zu untersuchen. Da es unwahrscheinlich war, daB diese von 
Phenoloxydasen oder Laccasen katalysiert wird, vermuteten wir, daB 
dafiir andere Enzymsysteme vorhanden sein miissen; diese Enzym- 
systeme zu isolieren und ihre Kinwirkung auf Protocatechuséure zu 
untersuchen, war das Ziel unserer nachsten Versuche. 


II. Versuche zur Isolierung der ringspaltenden Enzymsysteme 

Uber die Spaltung des aromatischen Ringes von Protocatechusaure 
durch Mikroorganismen liegen mehrere Arbeiten vor STANTER u. INGRA- 
HAM (1954) isolieren aus Pseudomonas fluorescens ein Enzymsystem, das 
bei Protocatechusaure durch Anlagerung von Luftsauerstoff die Spaltung 
des Ringes zwischen den beiden OH-Gruppen bewirkt. Dabei entsteht 
das cis-cis-Isomere der 6-Carboxymuconsiure (McDoNnALD, STANTER u. 
IneraHam 1954), das durch enzymatische Decarboxylierung und Wasser- 
anlagerung in #-Ketoadipinsiure iiberfiihrt wird. Eine grundsiitzlich 
ahnliche Spaltung der Protocatechusiure finden Gross, GarrorD u. 
Tatum (1955), Orrry u. Tatum (1956) sowie Gross (1958) durch eine 
Mutante von Neurospora. Auch hier entsteht 6-Ketoadipinsiure; aber 
intermediar kénnen die Autoren ein Lacton nachweisen, das sogenannte 
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6-Carboxymuconolacton; [siehe dazu auch die Whersicht von DAGLEY, 
Evans u. Rrppons (1960)]. 

Zunachst versuchten wir, aus den Mycelien von Polystictus versicolor 
ein Enzymsystem zu erhalten, das fiir die Ringspaltung verantwortlich 
ist, damit hatten wir jedoch keinen Erfolg. Obwohl wir durch Zusatz 
zentrifugierter Myceleluate zu Protocatechusiurelésungen eine Ver- 
minderung der Protocatechuséurekonzentration mit Hilfe des colori- 
metrischen Testes nach Gross (1958) feststellen konnten, war bei War- 
burg-Versuchen keine oder nur eine auBerst geringe Aufnahme von 
Sauerstoff festzustellen. Da wir in den zentrifugierten Eluaten eine 
Peroxydase nachweisen konnten, ist diese wahrscheinlich fiir die Oxyda- 
tion der Protocatechusaure zu Chinonen und polymeren Produkten ver- 
antwortlich ; auBerdem ist in den Mycelhomogenisaten dieses Pilzes immer 
eine Phenoloxydase vorhanden, die aber fest mit Zellbestandteilen ver- 
bunden ist und nur zu einem geringen Teil in Lésung geht. 


Hingegen war es bei bebriiteten protocatechusaurehaltigen Lésungen 
moglich, durch Fallung mit Ammonsulfat ein Enzymkonzentrat zu er- 
halten, das mit Protocatechusaure als Substrat eine Sauerstoffaufnahme 
zeigte. Allerdings war die Sauerstoffaufnahme bezogen auf die Substrat- 
menge wesentlich gréBer als 1 Mol, auBerdem trat eine braune Verfarbung 
der Substratlésung wahrend der Enzymeinwirkung auf; beide Befunde 
lieBen darauf schlieBen, daB dieses rohe Enzymkonzentrat hauptsachlich 
aus Laccase bestand. Da wir jedoch die Bildung von /-Ketoadipinsaure 
bei der Einwirkung dieses Enzymkonzentrats aus Protocatechusaure 
durch Isolierung als 2,4-Dinitrophenylhydrazon wahrscheinlich machen 
konnten, muBte in diesem auch das spaltende Enzymsystem vorhanden 
sein. 

Da Polyphenoloxydasen und Laccasen kupferabhangige Enzyme 
sind, wahrend Orrry u. Tatum (1956) fiir die Protocatechusaureoxydase 
eine Abhangigkeit von Eisenionen wahrscheinlich machten, versuchten 
wir durch Ziichtung von Polystictus versicolor in annahernd kupferfreien 
Nahrlésungen die Bildung der Phenoloxydasen zu verhindern. Es zeigte 
sich auch, daB durch Zusatz von Vanillinsdéure statt Protocatechusdure 
zu den Nahrlésungen zur Induktion des Enzyms eine Steigerung der 
Enzymbildung eintrat; eine ahnliche Beobachtung wurde von den oben- 
genannten Autoren bei Neurospora gemacht. 

Nunmehr gelang es uns zu Lésungen zu kommen, die es gestatteten, 
eine Isolierung und annahernde Reinigung des spaltenden Enzymkom- 
plexes durchzufiihren. Die Anzucht und Reinigung gestaltete sich wie folgt : 


Mehrere 1 1-Rundkolben wurden jeweils mit 500 ml der Salzlésung, der noch 
0,5°/, Glucose zugesetzt war, gefiillt; es wurde sterilisiert und mit einem Mycelhomo- 
genisat von Polystictus versicolor beimpft; bei den Néhrlosungen wurde auf még- 
lichste Freiheit von Kupferspuren geachtet. Nach dreitégigem Bebriiten am 
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Schiittelbrett wurden zu jedem Kolben 50 mg Vanillinsdure, in wenig sterilem Was- 
ser gelést, zugesetzt und weitere 8—10 Tage bebriitet. Dann wurde das Mycel von 
der Lésung getrennt und zu der mit Eis gekiihlten Lésung langsam festes Ammon- 
sulfat bis 85°/, Sittigung bei 0°C zugesetzt. Der entstandene Niederschlag wurde 
abzentrifugiert, in wenige Kubikzentimeter 0,1 MTris/HCl pH 7 aufgenommen und 
nochmals zentrifugiert. AnschlieBend wurde die so gewonnene Lésung 14 Std gegen die 
500—1000fache Menge 0,05 M Tris/HCl px 7,0 dialysiert und dann mit Methanol 
fraktioniert gefallt; der Hauptteil des aktiven Enzymsystems fiel bei einem Zusatz 
von drei Volumteilen Methanol auf ein Volumteil waiBriger Lésung. Dieser Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und gelést, dann auf eine Calciumphosphatgelsiule 
nach Mospacu (1958) gegeben und mit Phosphatpuffer nach SORENSEN px 6,8 
eluiert. Giinstig bei dieser chromatographischen Reinigung war, daB bei dem px- 
Wert hauptsichlich der ringspaltende Enzymkomplex eluiert wurde, wahrend die 
Laccase zusammen mit braunen Verunreinigungen zum Grofteil auf der Saule ver- 
blieben war oder langsamer wanderte. Die so erhaltenen Enzymeluate wurden im 
Warburg-Versuch getestet, erneut mit Methanol gefallt und in wenig Trispuffer 
gelést (Enzymlésung A). 

Nach der Methanolfallung trat manchmal eine Inaktivierung des 
Enzyms ein, diese konnte meistens durch geringe Mengen von Eisen(IT)- 
chlorid riickgingig gemacht werden, nicht aber durch Zusatz von 
Kupfersalzen. 

Durch Gefriertrocknung zu einem festen aktiven Enzym zu gelangen, 
war bisher nicht méglich. Auch méchten wir darauf hinweisen, daB es 
uns bei mehreren Ansatzen nicht gelang, nennenswerte Mengen des 
ringspaltenden Enzymkomplexes zu isolieren, manche Ansaétze waren 
sogar vollig inaktiv. Jedoch konnten wir in den Fallen, in denen es uns 
gelang, aktive Enzymlosungen zu bekommen, nach ihrer EKinwirkung 
auf Protocatechuséure /-Ketoadipinsiure nachweisen und _ isolieren. 
Durch Schmelzpunktsvergleich mit einer von der Sigma Chemical Corpo- 
ration erhaltenen Probe und durch chromatographischen Vergleich lieB 
sich die Identitat beweisen. 

Bei Warburg-Versuchen beobachteten wir die Aufnahme von an- 
naihernd einem Mol Sauerstoff bezogen auf ein Mol Protocatechusaure. 
Mit Anilin-Citrat lieB sich nach Epson (1935) Kohlendioxyd aus den 
enzymatisch oxydierten Lésungen abspalten. 

Uber die Reaktionsschritte der Spaltung von Protocatechusiure zur 
6-Ketoadipinséure durch Oxydasen aus Polystictus kénnen wir bisher 
keine genauen Aussagen machen. Nach 24 stiindiger Dialyse eines 
gereinigten Enzymkonzentrates (Lésung A) gegen verdiinnten Tris- 
puffer py 7,0 lit sich eine Lésung (Lésung B) erhalten, die zwar bei 
Protocatechuséure noch Sauerstoffaufnahme im Warburg-Versuch 
bewirkt; jedoch tritt bei spektroskopischen Untersuchungen nicht nur 
das fiir 8-Ketoadipinsaure typische UV-Spektrum auf, sondern es bildet 
sich im Gleichgewicht ein weiteres Maximum bei etwa 228 my (gemessen 
mit dem Spektrographen DK IT der Firma Beckman in Phosphatpuffer 
pu 7,0). Die kurzwellige Lage des Maximums spricht fiir ein ungesattigtes 
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Lacton ; jedoch ist die Lage des Maximums des durch Gross, GaFrorD u. 
Tatum (1955) isolierten 8-Carboxymuconolactons mit 215 mu angegeben. 
Da es uns nicht gelang, die Verbindung zu isolieren, kénnen wir nichts 
liber ihre weiteren Eigenschaften aussagen. Wir halten es jedoch fiir 
moglich, daB auch hier wie bei Neurospora crassa ein lactonisierendes 
Enzym auftritt. Dieses ist anscheinend bei Pseudomonas fluorescens 
nicht vorhanden. 

Einen weiteren Hinweis auf die Wirkung des dialysierten Enzym- 
komplexes und die durch ihn katalysierte Entstehung einer Zwischen- 
verbindung erhielten wir durch den Abbau von Carboxyl-!4C-markierter 
Protocatechuséure, die nach der Methode von Brown u. NetsH (1955) 
aus Carboxyl-“C-markierter Vanillinsiure! hergestellt worden ist. 

Die markierte Protocatechusiure hatte eine Aktivitaét von 
4250 IpM/mg, gemessen als Bariumcarbonat, gewonnen nach feuchter 
Veraschung nach VAN SLYKE, und in unendlicher Schichtdicke gemessen 
[zur Methode siehe H. Scumip u. K. Scumip (1953)] worden ist. Einzel- 
heiten der Versuchsanstellung werden in einer spéteren Veréffentlichung 
mitgeteilt. 

Wirkt auf diese Protocatechuséure das gesamte spaltende Enzym- 
system (Lésung A) ein, so findet man bei Warburg-Versuchen die Auf- 
nahme von 1 Mol Sauerstoff je Mol Substrat und ungefahr die gesamte 
eingesetzte Aktivitét in der Natronlauge der Warburg-GefaiBe. Macht 
man hingegen den Versuch mit dem laingere Zeit dialysierten Enzym- 
system (Lésung B), so findet man trotz der Aufnahme von 1 Mol Sauer- 
stoff nicht die gesamte Aktivitat in der Natronlauge; die im Hauptraum 
der Warburg-GefaiBe verbleibende Restaktivitat laBt sich durch Zusatz 
von undialysiertem Enzym (Lésung A) abspalten und in die Natronlauge 
iiberfiihren. 


Die Versuchsanstellung war folgende: Warburg-GefaBe wurden im Hauptraum 
mit Phosphatpuffer px 7,0 und der markierten Protocatechusiure in einer Gesamt- 
menge von 2,5 ml beschickt, in den Mittelraum kamen 0,2 cm* 10°/,ige Natronlauge 
und in den Seitenraum 0,5 ml Enzymlésung. Nach der Gleichgewichtseinstellung bei 
30°C wurde die Enzymlésung in den Hauptraum gegeben und der Sauerstoff- 
verbrauch gemessen. Nachdem die Sauerstoffaufnahme beendet war (meistens nach 
3—4 Std) ints die Natronlauge aus den GefaBen herausgenommen und nach 
Zusatz einer bestimmten Menge inaktiven Natriumcarbonats mit Bariumchlorid das 
Bariumcarbonat ausgefallt und in unendlicher Schichtdicke ausgezahlt. 


Tab.3 gibt die Versuchsergebnisse der Messungen mit dem gesamten 
Enzymkomplex (Lésung A) wieder, Tab.4 diejenigen mit dem langere 
Zeit dialysierten (Losung B) Enzym und nachtraglichen Zusatz vom 
gesamten Enzym (Lésung A); die eingesetzte Menge und Aktivitat der 
Protocatechusdure war wie in Tab.3. 


1 Herrn Prof. Dr. K. Kratz und Herrn Dr. G. Brnex vom IT. Chemischen 
Institut der Universitit Wien danken wir fiir die Uberlassung der Vanillinsaure. 
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Diese Versuche sprechen dafiir, daB — ahnlich wie bei der Spaltung 
von Protocatechuséure durch Pseudomonas fluorescens und Neurospora 
crassa — auch bei Polystictus versicolor die Spaltung des aromatischen 
Ringsystems durch Anlagerung von Sauerstoff erfolgt und eine Verbin- 
dung entsteht, die die Carboxylgruppe der Protocatechusdéure noch 


Tabelle 3 


Hingesetzte Aktivitat 
berechnet aus 
4250 IpM/mg 


Akt. von +4CO, in 
NaOH, bestimmt 
als BaCO, IpM 


Aufgenommene 
Menge O, in «Mol 


Hingesetzte Menge an 
14C-Protocatechuséure 


150 y 637 0,95 580 
300 y 1275 2,25 1089 
450 y 1912 2,89 2095 
Tabelle 4 
Aufgenommene Menge O, in Aktivitat in NaOH Aktivitét von CO, in NaOH 
Mol mit dial. Enzym B nach é ; nach Zugabe von undialys. En- 
= “4 Std Se ei zym und weiterer Bebriitung IpM 
1,18 225 400 
1,90 750 425 
2,65 1092 795 


tragt. Mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit k6nnen wir daher ausschlieBen, 
daB die Ringspaltung durch Laccase oder Polyphenoloxydase iiber 
Chinonbildung bewirkt wird, da sonst bereits jedesmal im ersten Schritt 
eine Abspaltung der Carboxylgruppe erfolgen miiBte. Eine entsprechende 
o-Chinoncarbonsaure ist nicht bestindig. Ahnlich wie bei den Enzym- 
systemen aus NV. crassa und P. fluorescens scheint die Spezifitat des 
spaltenden Enzymsystems auf Protocatechusaéure beschrankt zu sein; 
bei Vanillinséure und Brenzcatechin fanden wir nur eine geringfiigige 
Aufnahme von Sauerstoff, die wir der noch als Verunreinigung vor- 
handenen Laccase zuschreiben. 

Nachdem wir die Untersuchungen zu dieser Arbeit bereits abgeschlos- 
sen hatten, wurden wir auf eine Arbeit von FuKuzumt, Minamt u. SuHt- 
BAMOTO (1959) aufmerksam, die die Bildung von Ketocarbonsauren, wie 
Acetylessigsiure und «-Ketoglutarsiure bei der Einwirkung von Poly- 
stictus versicolor auf Benzoesiure in Form ihrer Dinitrophenylhydrazone 
nachweisen. 

Zusammenfassung 

Phenolcarbonsaduren, weniger Phenolaldehyde, wie sie als Spaltstiicke 
des Lignins auftreten kénnen, werden durch WeiBfaulepilze entweder 
zusammen mit Glucose oder als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle 
verwertet. Hine zentrale Stellung beim Metabolismus dieser Verbindun- 
gen nimmt die Protocatechusaure ein, da die verschiedenen Verbindungen 
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a! 


wahrscheinlich in diese iiberfiihrt werden. Bei der Einwirkung von Poly- 
stictus versicolor auf Protocatechusaure entsteht als intermediares Abbau- 
produkt $-Ketoadipinsaure. Hs lassen sich aus den bebriiteten Lésungen 
dieses Pilzes Enzymsysteme isolieren, die nicht mit der Laccase identisch 
sind und die Spaltung von Protocatechusdure unter Aufnahme von 
Sauerstoff und Bildung von $-Ketoadipinsdure katalysieren. Der Weg 
der Spaltung ist ahnlich den bisher fiir andere Mikroorganismen formu- 
lierten Abbauschritten der Protocatechusaure. 


Dem Bundesministerium fiir Atomkernenergie und Wasserwirtschaft danken wir 
fiir die Zurverfiigungstellung von Mitteln. 


Fraulein E. Pierss danken wir fiir ihre geschickte und umsichtige Hilfe bei den 
Versuchen. 
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Zur Entwicklung der Labyrinthulen 


Von 
H. SCHMOLLER 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 26. Juni 1961) 


Das wesentliche Unterscheidungsmerkmal der Gattung Labyrinthula 
gegentiber anderen Protozoen oder niederen Pflanzen ist das Vorhanden- 
sein einer Fadenbahn, auf der spindelférmige Zellen eine gleitende Be- 
wegung ausfiihren, ohne daB jedoch Pseudopodien, GeiBeln oder Cilien zu 
erkennen sind. Dieser Verband wird als Netzplasmodium bezeichnet. Ein 
cystenahnliches Stadium, der Sorus, ist haufig zu beobachten, jedoch 
besteht bisher noch keine Klarheit iiber den Entwicklungscyclus dieser 
saprophytisch oder parasitisch lebenden Protisten. 

In der Ostsee konnten unter anderem Labyrinthula vitellina Cien- 
kowski (CIENKOWSKI 1867), L. algeriensis Hollande et Enjumet (HOLLAN- 
DE u. Ensumet 1955), L. coenocystis Schmoller (SCHMOLLER 1960), sowie 
die von ASCHNER u. KoGan (1959) gefundene Labyrinthula festgestellt 
und iiber Monate auf Agar mit Bakterien als Nahrung kultiviert werden. 
Dariiber hinaus kommen weitere Labyrinthulen vor, die mit den bisher 
beschriebenen nicht vollig tibereinstimmen. Unzureichende Kenntnis 
ihrer Entwicklung erschwert die Abgrenzung dieser Arten, wie auch die 
sichere systematische EKinordnung der Gattung Labyrinthula selbst. Es 
erscheint deshalb wichtig, mehr Klarheit tiber den Entwicklungscyclus 
der Vertreter dieser Protistengattung zu erhalten. 

A. Vorversuche 

Algen und Seegras wurden im August 1960 eingesammelt und auf 
Meerwasseragarplatten gelegt, die in Dunkelheit bei Raumtemperatur in 
feuchten Kammern aufgestellt wurden. Nach mehreren Tagen hatten 
sich Labyrinthulenverbande auf vielen Agarplatten ausgebreitet. Es 
zeigte sich, daB von groBeren Chorda filum-Bestaénden nicht nur jede 
untersuchte Pflanze von Labyrinthulen befallen war, sondern selbst, 
wenn die Thalli in Kinzelabschnitte von etwa 1 cm zerlegt wurden, 
nahmen von jedem Teil Netzplasmodien ihren Ausgang. Bisher ist nicht 
bekannt, in welches Entwicklungsstadium sich diese Labyrinthulen- 
verbinde bei Zugrundegehen der Algenbesténde umwandeln. Deshalb 
wurden von stark befallenen Algen Faulkulturen hergestellt und unter- 
sucht. Die hier vorherrschenden Amdben lieBen sich auf Meerwasser- 
agarplatten mit einem Zusatz von Sulfathiazol (0,5 em? auf 10 em3 
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Agar) zur Hemmung der Faulnisbakterien anreichern und auf Aerobacter 
aerogenes als Futterbakterium iiberfiihren. Es blieb zu klaren, ob sich 
unter den Protozoen améboide Stadien der Labyrinthulen befanden. Um 
die Verbreitung dieser Amében in der Ostsee zu ermitteln, wurden sie mit 
Kulturen verglichen, welche aus dem -freien Wasser und von nicht 
befallenen Algen angeziichtet worden waren. 


B. Herstellung der Amébenkulturen 


In sterilisierte, mit Stopfen verschlossene Standzylinder wurde Meerwasser 
gefillt und zu jeweils 100 cm’ etwa 1 cm? steriler Nahrbouillon gegeben (vgl. WaL- 
KER 1911). Nach einigen Tagen hatte sich eine Kahmhaut gebildet, die Amében des 
freien Wassers enthielt. Durch langsames Zentrifugieren (1000 U/min) wurde die 
Oberflachenhaut auf den Grund beférdert und auf Meerwasseragarplatten (Agar- 
gehalt 0,75 sowie 2,5°/,) tibertragen, die mit Suspensionen von Aerobacter aerogenes 
in radialen Strichen mittels Wattetupfern beimpft worden waren. Die frischen 
Algen (vornehmlich der Gattung Cladophora) wurden in das Zentrum dieser Platten 
gelegt und in einer weiteren Versuchsanordnung solche, die einige Tage bei Raum- 
temperatur gestanden hatten und in leichte Faulnis iibergegangen waren. Im 
letzteren Falle wurden bei der ersten Passage wiederum bis zu 0,5 cm* Sulfathi- 
azol Wolfen mit 10 cm* Meerwasseragar vor dem GieBen der Platten mit dem 
Agar vermischt, um die Faulnisbakterien zu hemmen. Nach 4 Tagen wurde das 
aufgelegte Algenmaterial entfernt und 11/, Wochen darauf wurden die bei Raum- 
temperatur in feuchter Kammer gehaltenen Kulturen durchgesehen. 

Fiir diese Untersuchungen wurden solche Amében weitergeziichtet, 
die mit den in Vorversuchen kultivierten identisch zu sein schienen. Es 
waren bizarre Amoben oder solche mit fingerstummelformigen Pseudo- 
podien ohne Cystenbildung von einer GroBe um 15 yu. Auf den Impf- 
strichen wallformig vorgedrungene Verbande wurden ausgestochen und 
in das Zentrum neu angelegter Platten gegeben, auf welche ebenfalls 
Aerobacter aerogenes als Futterbakterium aufgetragen war. Von weiteren 
in diesem Zusammenhang angestellten Versuchen wurden dagegen alle 
Kulturen ausgeschlossen, die auf Grund ihrer Morphologie und Ent- 
wicklung oder ihrer Cystenform eindeutig als Amoebina zu erkennen 


waren. 


Von den selektiven Anreicherungskulturen wurden wie aus den in Vorversuchen 
gewonnenen Kulturen Einzellisolierungen mit einer bereits beschriebenen Methode 
(ScHMOLLER 1961) durchgefiihrt und in Rohrchen mit keimfreiem Meerwasser tiber- 
tragen. Als Haftsubstrat dienten einige in das Wasser gegebene Meerwasseragar- 
bléckchen und Aerobacter aerogenes als Nahrung. Nach 2—3 Wochen wurden mit den 
Reinkulturen weitere Platten beimpft und diese wiederholt durchgesehen. 


OC. Kultur der Plasmodien 


Auf den meisten so angelegten Plattenreinkulturen, die auf einzelne 
Amoben der gefaulten mit Labyrinthulen befallenen Algen zuriickgingen, 
wie auch bei etwa 50 Reinkulturen, die angelegt worden waren, um die 
Verbreitung dieser Amdben zu ermitteln, zeigten sich keine Amében, 
sondern vornehmlich dottergelbe Fusionsplasmodien. Bei den weiter 
gehaltenen zugehorigen selektiven Anreicherungskulturen konnte auch 
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die Verschmelzung der Amében beobachtet werden (Abb. 1), jedoch sind 
die Bedingungen hierfiir an Haftsubstrat im Wasser weit giinstiger. 
Amdbenkulturen, bei denen keine Zellverschmelzung auftrat, blieben 
fiir die Aufklarung der Labyrinthulenentwicklung ohne Bedeutung. 
Die Fusionsplasmodien wachsen bis zu 6 cm Durchmesser auf der 
Oberfliche der Agarplatten heran und zeigen eine deutliche Férderung 


Abb.3. Spiralige Form eines Plasmodiums 


Die Mikroaufnahmen mit Ausnahme der Abb.4 wurden mit der Miflexeinrichtung und Exakta 
Varex angefertigt. Abb. 1 und 3, 5, 6,7 mit Obj. 40, Proj. 4 und auf 480mal nachvergréBert. Abb. 2 
mit Obj. 9, Proj. 4 und auf 108 mal nachvergréBert 


im Bereich der aufgetragenen Bakterien. Nach einigen Wochen wird ihre 
Randzone kompakt wallformig (Abb.2) und zerkliiftet. Selbstandige 
Amdben treten aus, vereinigen sich und dringen unter die Agaroberflache. 
Hierbei wird ein Plasmodium gebildet, welches bei den verschiedenen 
Labyrinthulenarten ein unterschiedliches Aussehen zeigte. So wurde 
unter anderem ein grauer, spiralig in den Agar vordringender Verband 
beobachtet (Abb.3). Selbstandig weiter kultiviert, wuchs er aus den auf 
neue Platten iibertragenen Impfblockchen wieder unter die Agarober- 
flache (Abb. 4). Wurde an einer Stelle die Kultur eingestochen, so bildeten 
sich hier spindelformige Zellen, die 10 uw, gestreckt aber bis 20 w lang 
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waren. Im Falle der dottergelben Kulturen von Labyrinthula vitellina 
Cienk. sehen die in den Agar vordringenden Plasmodien anders aus: Ein 
Hauptstrang mit seitlichen, in verschiedene Richtungen des Raumes 


Abb. 5 i Abb. 6 
Abb.5 und 6. Bildung der spindelférmigen Zellen an den Endigungen eines Plasmodiums 


ar Pu 


Abb.7. Entstehung der Pseudocysten aus einer Zusammenlagerung von spindelfoérmigen 
Labyrinthula-Zellen. 


A 


gerichteten Verzweigungen, ohne spiralige Windungen, ist charak- 
teristisch. In die Nahe der Oberfliche gelangt, werden terminal die 
spindelformigen Zellen gebildet. Diese ziehen vorwarts, teilen sich 
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fortwahrend und bauen ein Netzplasmodium auf (Abb. 5 und 6). Anderer- 
seits konnte bei dieser Art auch beobachtet werden, wie sich die Amében 
bereits in der zerkliifteten Randzone des Fusionsplasmodiums zusammen- 
drangten und dann die Netzplasmodien von hier ihren Ausgang nahmen. 
Nicht nur netzmaschige, sondern auch rutenartige Verbande konnten 
entstehen. Riicken die einzelnen Labyrinthula-Zellen dicht zusammen 
und verindern ihre Form und Farbung, so werden Sori gebildet, oder 
aber sie verlassen als Amében den Verband, was bei iiberalterten Kul- 
turen beobachtet wurde. 


D. Weitere Entwicklungsstadien 


Welche Bedeutung jene bereits friiher abgebildeten, aus spindel- 
formigen Zellen entstandenen und als Pseudocysten zu bezeichnenden 
runden Abkémmlinge (SCHMOLLER 1960, Abb.5—7) besitzen, bleibt 
noch offen. Ihre Entstehung konnte auch in diesen Untersuchungen bei 
L. coenocystis beobachtet werden, diesmal jedoch erst, nachdem sorus- 
artige Zusammenlagerung der spindelformigen Zellen erfolgt war (Abb.7). 


Zu erwahnen bleibt ferner eine Beobachtung, die an einigen Laby- 
rinthulenrohkulturen gemacht wurde: Unter die Oberflache vorgedrun- 
gene Verbande bildeten breite Adern, die, an einer Stelle zerstért, iiberaus 
zahlreiche zweigeibelige Flagellaten in breitem Strom austreten lieBen. 
Diese lagerten sich wieder zusammen, stellten ihre Bewegung ein und 
rundeten sich ab. Die Weiterentwicklung der gebildeten Kiigelchen- 
aggregate war auch hier nie zu beobachten. 


Diskussion 
Wie friihere Beobachtungen, welche an Labyrinthulenanreicherungs- 
kulturen in hangenden Tropfen durchgefiihrt wurden (YounaG 1943), 
brachte auch die Kultur auf festen Nahrbéden und in Nahrlésungen bis- 
her nicht die erhoffte Aufklarung des Entwicklungscyclus dieser Protisten. 


Gelang WarTson u. ORDAL (1957) erstmalig die Reinkultur der Netz- 
plasmodien mit tierischem Eiweif als Nahrung und konnten Sorusbildung 
(AscHNER 1958) und -keimung (ScCHMOLLER 1960) auf Plattenkulturen 
verfolgt werden, so fehlten doch Ergebnisse, welche die UngewiBheit iiber 
die systematische Stellung der Gattung Labyrinthula beseitigen konnten. 


Bereits die Untersuchungen von Wricut (1867) und DanaEarpD 
(1910, 1932) machten die Existenz eines améboiden Stadiums wahr- 
scheinlich, welches jedoch in Reinkulturen niemals beobachtet wurde, 
wenn man von den spindelférmigen Zellen des Netzplasmodiums ausging. 
Nunmehr wurden aus gefaultem stark mit Labyrinthulen befallenem 
Pflanzenmaterial Amében geziichtet und von solchen, die als améboide 
Stadien aufgefaBt werden konnten, die Verbreitung ermittelt. Die 
meisten dieser Amében bildeten als Reinkulturen nach erfolgter An- 


Zur Entwicklung der Labyrinthulen 229 


reicherung Fusionsplasmodien, deren Randzone kompakt wurde und 
einige Wochen spiter zerkliiftete. Die neu entstandenen Amdben riicken 
dicht zusammen und bilden unmittelbar oder nach intramatrikalem 
Wachstum eines Plasmodiums die spindelférmigen Zellen. Das letztere 
Entwicklungsstadium hatte bereits CinnKowskKIr (1863) bei terrestrischen 
Labyrinthulen beschrieben, jedoch scheint diese Beobachtung vollig in 
Vergessenheit geraten zu sein. Die entstandenen spindelférmigen Zellen 
teilen sich quer bei mitotischer Kernteilung (JEPpPs 1930) oder quer mit 
nachfolgender Langsteilung, wobei die Kernteilung beider Teilungs- 
schritte mitotisch ist und vier Abkémmlinge entstehen (WaTSON u. 
Raper 1957). Die spindelférmigen Zellen kénnen, wie unsere Beob- 
achtungen zeigten, in iiberalterten Kulturen nach sorusartiger Zusam- 
menlagerung zu Amodben werden. Vermutlich sind die von WarTson u. 
RaPeER (1957) beobachteten vielkernigen K6érper durch Verschmelzung 
solcher Amében entstanden. 


Aus dem Verband ausgetretene spindelférmige Zellen bilden ein 
Ruhestadium. In diesem sind vier Kiigelchen (CrENKOowskKI 1867) zu 
erkennen oder eine Amobe, aus welcher wahrscheinlich wieder das Netz- 
plasmodium entsteht (Zopr 1892). 


Karine (1944) wies bereits darauf hin, daB die Aufklarung der ver- 
wandtschaftlichen Beziehungen dieser Protisten von kaum zu_ iiber- 
schatzender Bedeutung ist. Er beschrieb fiir Phagomyxa algarum, einen 
von ihm untersuchten, den Labyrinthulen sehr nahestehenden Protisten, 
Schizogonie. 

Wahrend von den meisten Forschern die Labyrinthulen in die Nahe 
der Acrasiales zu den Protomyxiden gestellt wurden, findet Smrrx (1955) 
Ahbnlichkeit mit gewissen Chrysophyceen. Auch die Untersuchungen von 
HoLuLANDE u. ENJUMET (1955) sprechen fiir Beziehungen zu den Phyto- 
flagellaten. Durch die Kultur des Fusionsplasmodiums ergibt es sich, dah 
die Labyrinthulen den Schleimpilzen zuzurechnen sind. Sie weisen jedoch 
urspriinglichere Merkmale auf als die exosporen Myxomyceten der 
Gattung Ceratiomyxa und scheinen dariiber hinaus eine zentrale Stellung 
einzunehmen. 


Elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden an Labyrinthulen 
bisher nicht durchgefiihrt und ihr Bewegungsmechanismus ist noch 
ungeklart. Jedoch konnte auch in vorliegenden eigenen Untersuchungen 
die Anreicherung einer perlschnurartig aneinandergereihten Substanz 
beobachtet werden (vgl. ScHMoLLER 1960, Abb.4). Das war besonders 
dann der Fall, wenn die spindelférmigen Zellen durch ein Hindernis an 
der Weiterbewegung gehemmt wurden. Diese auch von Youne (1943, 
Abb. 1) gemachte Beobachtung lat auf das Vorhandensein fadiger Struk- 
turen im Innern der Zelle schlieBen, die mit dem Netzplasma in Beziehung 


stehen. 
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Zusammenfassung 

Die Labyrinthulen besitzen ein Amébenstadium, aus welchem durch 
Verschmelzung ein Fusionsplasmodium entsteht. In der Randzone des- 
selben erfolgt eine Zerkliiftung. Kleine Amében treten hervor und bilden 
ein Plasmodium, an dessen terminalen Endigungen die spindelférmigen 
Zellen entstehen und das Netzplasmodium aufbauen. Riicken die spindel- 
formigen Zellen in Verbénden von rutenartigem Aussehen wie bei der 
Sorusbildung dicht zusammen, so veraéndern sie ihre Form und kénnen 
das Plasmodium verlassen, nachdem sie in ein améboides Stadium iiber- 
gegangen sind. 

Die Labyrinthulen sind demnach Schleimpilze, die urspriinglichere 
Merkmale aufweisen als die exosporen Myxomyceten der Gattung 
Ceratiomyxa. 
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Vor 40 Jahren wies PrrnasHerm (1921) nach, daB eine Gruppe von 
farblosen Organismen Acetat als spezifische Kohlenstoffquelle verwertet. 
Bei den griinen Acetatflagellaten ist der Weg des Acetats im Aufbaustoff- 
wechsel nur unvollkommen bekannt, ebenso die Zusammenhange 
zwischen Acetatassimilation und photosynthetischer Kohlendioxyd- 
fixierung. 1959 fanden PRINGSHEIM u. PRINGSHEM, daB ein Vertreter der 
koloniebildenden Volvocalen, Chlamydobotrys, nur mit Acetat als organi- 
scher Kohlenstoffquelle und am Licht wachsen kann, und PrRINGsHEIM 
u. WIESSNER (1960) untersuchten den Prozef der lichtabhangigen Auf- 
nahme des Acetats. 

Vorliegende Arbeit hat das Ziel, mit Hilfe biochemischer Analysen- 
methoden die Veranderungen der chemischen Zusammensetzung von 
Chlamydobotrys-Kulturen unter den verschiedensten Wachstumsbedin- 
gungen im Licht und im Dunkeln und die Bedeutung des Acetats und 
Kohlendioxyds fiir den Aufbaustoffwechsel zu untersuchen. 


I. Der Organismus 

Chlamydobotrys ist ein kolonienbildender Flagellat. Normalerweise 
werden bei der vegetativen Vermehrung in jeder der birnenformigen, 
behduteten Zellen der Mutterkolonie 8, 16 oder 32 Tochterzellen gebildet, 
die sich in 2, 4 oder 8 viergliedrigen Kreisen iibereinander anordnen. Die 
Kolonien sind ei- oder walzenférmig. Jede Zelle hat zwei GeiBeln, ein 
becherformiges Chromatophor ohne Pyrenoid und einen Augenfleck. 

Die sexuelle Fortpflanzung, zu der nicht alle Stamme neigen, besteht 
in der Verschmelzung kleiner, griiner Gameten ohne geschlechtliche 
Differenzierung und der Bildung von lange beweglich bleibenden vier- 
geiBeligen Zygoten. Diese werden schlieBlich zu Zygosporen mit wider- 
standsfahiger Zellwand, die in trockenem Zustand lange lebensfahig 
bleiben. 

Chlamydobotrys gehért mit Pascheriella und dem zweifelhaften 
Spondylomorum zu den Spondylomoraceae (PRINGSHEIM 1960 und die 
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dort zitierte Literatur), welche von der duBerlich ahnlichen Stephano- 
sphaera (Sphaerellaceae) durch den Bau der Zellen und von den Volvo- 
caceae durch das Fehlen einer Gallerthiille um die leicht zerfallenden 
Kolonien verschieden sind. 

Die Zygosporen von Chlamydobotrys sind nicht selten in verschmutzter 
Erde von Rieselfeldern, gediingten Beeten und in der Nahe von Dung- 
haufen, sowie im Schlamm von verunreinigten Graben, Ententeichen 
und ahnlichem. Aus diesen 14B8t sich der Organismus mit Hilfe von Erd- 
faulkulturen herausziichten. 

Zur Erzielung von Reinkulturen werden gewaschene Kolonien in 
neutrale Lésungen mit Acetat, Pepton und Fleischextrakt geimpft, die 
bei 20—30°C und guter Beleuchtung schon nach 4 Tagen griin werden. 
Die Vermehrung wird zuerst unten im KulturgeféB erkennbar, wo sich 
die Kolonien auch spater vorzugsweise aufhalten (PRINGSHEIM 1960). 
Ohne Acetat findet nur ganz wenig Wachstum statt. 

AuBer Acetat und den Nahrsalzen einschlieBlich Spurenelementen 
braucht Chlamydobotrys die Vitamine B, (Aneurin) und B,, (Cobalamin). 
Als N-Quelle sind Asparaginséure und besonders Asparagin geeignet, 
ebenfalls Ammonsalze; Nitrate sind brauchbar, aber weniger gut. In den 
besten synthetischen, d.h. in ihrer chemischen Zusammensetzung genau 
bekannten Nahrlésungen, ist die Vermehrung und Lebensdauer der 
Kulturen fast ebenso gut wie in Faulkulturen und in Reinkulturen mit 
Pepton und Fleischextrakt. In den vollsynthetischen Nahrlésungen 
findet ohne Acetat gar keine Vermehrung statt. 

Das Chromatophor von Chlamydobotrys sieht grasgriin aus und hat 
eine stark verdickte Bodenplatte. Es enthalt dieselben griinen Pigmente 

wie andere Volvocalen oder Chlorella 

Takelie 1, Rabie lant (Chlorophylla und b). An Carotinoiden 

Pihiahenersh idee oes herrscht $-Carotin vor, auBerdem sind 

a b Lutein und Neoxanthin vorhanden. Die 

Chlamydobotrys 4,6—7,4:1 Menge vonChlorophyll b ist im Verhalt- 

Euglena gracilis 4,2—7,4:1 nis zu Chlorophyll a kleiner als_ bei 

Chlorogonium 3°31 anderen unter optimalen Wachstums- 

bedingungen kultivierten Griinalgen 

(Ea@LE 1960), so dafi unser Organismus in dieser Hinsicht, soweit be- 

kannt, eine Ausnahme bildet. Nur Buglena gracilis verhalt sich ahnlich. 

Wir wissen nicht, ob diesem Umstand eine physiologische Bedeutung 
zukommt. 

II. Methodischer Teil 


Fiir die vorliegende Arbeit wurden aus der Sammlung von Algenkulturen des 
Pflanzenphysiologischen Instituts, Gottingen, folgende Algenstiimme benutzt: 

Chlamydobotrys Stamm H von einem Rieselfeld bei Berlin; Chlorella vulgaris, 
Beijerinck (211—11h); Huglena gracilis Klebs (1224—5/9 Stamm 7’ und 1224 
— 5/25 Stamm Z); Chlorogonium elongatum Dangeard. 
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Saimtliche verwendeten Chemikalien waren, mit Ausnahme der Vitamine B, und 
B,, und des Asparagins, pA-Reagentien. 

Die spektrophotometrischen Messungen wurden mit einem Zeiss-Opton durch- 
gefiihrt. 


Kultur 


Zur Anzucht diente eine im Botanischen Institut der Universitat Marburg durch 
Prof. Dr. A. Prrson u. Mitarb. entwickelte Kulturanlage (LORENZEN 1958). Diese 
besteht aus einem Wasserbadthermostaten, dessen Lingswiinde durch grofe Plexi- 
glasscheiben gebildet werden, hinter welche Kulturréhren (45 cm hoch, 4cem Durch- 
messer, Gaszufiihrung von unten) in das Wasserbad eingesetzt werden kénnen. Die 
Kulturgefafe wurden mit CO,-freier Luft oder mit kohlendioxydhaltiger (1,5 Vol-°/5) 
Druckluft begast. AuBen am Thermostaten befindet sich parallel zu den Plexiglas- 
fenstern die Beleuchtungsvorrichtung. Die Algen wurden bei 6000 Lux (Lichtquelle: 
Philips-Leuchtstoffréhren) im Dauerlicht kultiviert (Beleuchtungsstirke gemessen 
mit dem Standard-Luxmeter II der Firma Dr. B. Lange, Berlin-Zehlendorf). Fiir 
langere Versuche dienten die von WrirssNER (1960) benutzten KulturgefiBe, 
bei denen ein Hahn am unteren Ende der Réhren eine mehrfache sterile Proben- 
entnahme zulaBt. Die Kulturen wurden in diesem Falle in dem ebenfalls von 
WIESSNER (1960) beschriebenen Lichtthermostaten angezogen. 


Die Nahrlésung hatte folzende Zusammensetzung: 


NH,Cl 1,5 - 10-§ Mol/1 
K,HPO, 3,0 - 10-4 Mol/1 
MgSO, : 7H,O 4,0 - 10-> Mol/1 
CaSO, 7,0 - 10-5 Mol/l 
Asparagin 
(H,OC-CH(NH,)-CH,-CO-NH,- H,O) 1,0 - 10-7 Mol/l 
Na-Acetat 
(CH;-COONa - 3H,0) 4,0 - 10-3 Mol/1 
Spurenelemente: 
FeSO, - 7H,0 2,0 - 10-4 Mol/1 
ZnSO, : 7H,O 3,5 + 10-> Mol/1 
MnSO, : 4H,0 1,0 - 10-5 Mol/1 
H,BO, 2,0 - 10-4 Mol/l 
Co(NO,). ° 6H,O 3,5 + 10-® Mol/l 
CuSO, -5H,0 4,0 - 10-® Mol/1 
Na,MoO, : 2H,0 4,0 - 10~* Mol/1 
Vitamine: 


B,, 0,01°/, davon 0,2 ml/1 
B, 0,2 °/, davon 0,1 ml/1 
Titriplex ITI (Athylendiamintetraacetat) 200 mg/l. 

Der px-Wert der Nahrlésung wurde mit NaOH oder HCl auf 7,0 eingestellt. Die 
vollstindige Lésung wurde ohne das Vitamin B, bei 1 Atm. Uberdruck kurz auto- 
klaviert. Das kalt (Seitz-Filter) sterilisierte Vitamin B, erhielt die Losung erst nach 
dem Autoklavieren. Sie wurde danach nochmals 20 min lang im Dampftopf erhitzt. 

Die Stammkulturen von Chlamydobotrys wurden als Fliissigkeitskulturen in 
folgendem Nahrmedium gezogen: 100ml aqua dest.; 500mg Natriumacetat; 
500 mg Fleischextrakt; 1000 mg Trypton (DIFCO); 1000 mg Hefeextrakt; Spuren- 
elemente und Salze wie in obiger Nahrlésung. 

Ein Uberfiihren der Algen in neue Nahrlésung war bei Verwendung dieser 
Lésung nur alle 4 Wochen notwendig, wihrend in der vollsynthetischen Nahrlésung 
gehaltene Stammkulturen schon alle 2—3 Wochen iibergeimpft werden muBten. 

16* 
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Die Stammkulturen von Chlorella, Chlorogonium und Euglena wurden in Agar- 
rohrchen gezogen, deren Medium gleiche Zusammensetzung hatte. 


Trockengewichtsbestummung 


Zur Trockengewichtsbestimmung wurde ein bestimmtes Volumen einmal mit 
dest. Wasser gewaschener Algen in kleinen AluminiumgefaBen bei 105°C bis zur 
Gewichtskonstanz eingetrocknet. Diese AluminiumgefaBe muBten vor der Aufnahme 
der Algenmenge mit Wasser gefiillt und dieses eingedampft werden, da andernfalls 
das beim Eintrocknen der Algen gebildete Aluminiumoxyd falsche Trockengewichte 
ergab. 

Proteinbestimmung 


Der Gesamt-Stickstoff wurde nach der tiblichen Mikro-Kjeldahl-Methode be- 
stimmt. Die Bestimmung des in 5°/,iger Tri-Chloressigsiure(TES-)-léslichen Stick- 
stoffs erfolgte nach der von Prrre (1955) ausfiihrlich dargelegten Methode. Sein 
Anteil liegt zwischen 3—6°/, des Gesamt-Stickstoffs. Auf eine fortlaufende Bestim- 
mung des TES-léslichen Stickstoffs wurde verzichtet und das Protein aus dem 
Gesamt-Stickstoffwert durch Multiplikation mit dem Faktor 6,25 unter der An- 
nahme errechnet, da der Stickstoffgehalt im Protein und den TES-léslichen 
Stickstoffverbindungen ungefahr 16°/, betragt (Prrre 1955). Die als Stickstoff- 
verbindungen angegebenen Werte enthalten somit sowohl das Protein als auch 
simtliche anderen (nach Kjeldahl) Stickstoffverbindungen. 


Kohlenhydratbestimmung 


Der Kohlenhydratgehalt der Algen wurde nach der Anthron-Methode in An- 
lehnung an Row (1955) ermittelt. Sie erfaBt alle Kohlenhydrate (einschlieBlich Poly- 
sacharide), welche durch Einwirkung konzentrierter Schwefelsiure nach Spaltung 
in den Oxymethylfurfurolring tibergehen. 

4 ml Anthron-Reagens wurden mit 1 ml Algensuspension 20 min lang bei 100°C 
erhitzt, danach in Leitungswasser abgekiihlt. Die bei 620 mu gemessene Farbtiefe 
(Kontrolle: gleiche Algenmenge in der entsprechenden Menge 75°/,iger Schwefel- 
siiure) ist der Kohlenhydratmenge direkt proportional. Die in y Glucose berechneten 
Kohlenhydratwerte wurden einer Eichkurve entnommen. 

Anthron-Reagens: 0,1g Anthron (Merck); 1,0 g Thioharnstoff; 25 ml H,O; 
75 ml H,SO, (D 1,84). Das Reagens wurde in dunklen Flaschen aufbewahrt und jede 
Woche erneuert. 


Pigmentbestimmung 


Zur qualitativen Pigmentbestimmung (GooDWIN 1955) wurden die Algen mit 
Benzin/Benzol (9:1) zerrieben, auf ein Faltenfilter gegeben und der Pigmentextrakt 
auf eine Puderzuckersiule unter Saugen aufgetragen. Entwicklung des Chro- 
matogramms mit Benzin/Benzol. Die Carotinoid-Fraktion wurde aufgefangen, das 
Lésungsmittel im Vacuum eingedampft, die Pigmente in Hexan aufgenommen 
und spektrophotometrisch bestimmt. Der chlorophyllhaltige Teil der Saule wurde 
ausgestoBen, im Vacuum das Benzin/Benzol-Gemisch entfernt, die Pigmente in 
Ather aufgenommen und im Spektralphotometer gemessen. 

Zur quantitativen Bestimmung von Chlorophyll a und b wurde die Methode von 
Mackrinnby (1941) benutzt. Extraktion und Messung erfolgten in 80°/,igem Aceton. 
Zur Berechnung dienten die Extinktionskoeffizienten von Mackrnney fiir 645 und 
665 my. 

Bestimmung von Photosynthese und Atmung 


Zur Messung des Gaswechsels bei Photosynthese und Atmung diente die War- 
burgtechnik. Die manometrischen Messungen wurden bei py 7,0 in einem m/100 
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Phosphatpuffer mit einem Spurenelementzusatz vorgenommen. Obwohl die Photo- 
synthesemessung bei diesem py infolge der hohen Bindung des CO, gréBere 
Ungenauigkeit mit sich bringt, muBte dieser py-Wert gewihlt werden, da Chlamydo- 
botrys im sauren Bereich (unter py 6,0) nur kurze Zeit physiologisch aktiv bleibt und 
bald abstirbt. Oberhalb von px 8,5 ist die Aktivitit dieser Algen ebenfalls stark 
herabgesetzt und eine Anwendung von Carbonat/Bicarbonat-Puffern deshalb eben- 
falls nicht méglich. Die durch die Warburgtechnik ermittelten Photosynthesewerte 


wurden durch elektrochemische 
O,-Messung (Polarometrie) iiber- 
priift. (Methode: Hnyrovsxy 1941; 
Kournorr u. Ligane 1952; ScHon 
1955). 

Vor jeder Messung wurden die 
Algen durch 45 sec wahrendes Zen- 
trifugieren bei 200 g von der Nahr- 
J6sung getrennt und einmal im 
Phosphatpuffer m/100 gewaschen. 
Héhere Umdrehungszahlen und 
langeres Zentrifugieren fiihren bei 
Chlamydobotrys zu Schidigungen. 


Bestimmung der Acetataufnahme 


Die Messung des lichtabhangigen 
Acetatverbrauchs erfolgte in An- 
lehnung an die Methode von Ciay- 
TON (1955) in der von WIESSNER 
(1960) sowie PRINGSHEIM u. WIESS- 
NER (1960) beschriebenen Anlage. 
Die Algen befinden sich wiahrend 
der Messung in einem seitlich be- 
lichteten GefaéB. Die mit dem Saure- 
verbrauch verbundene  px-Ver- 
schiebung wird tiber eine Kinstab- 
elektrode von einem px-Meter 
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Abb.1. Wachstum von Chlamydobotrys und Ver- 

anderung der Wasserstoffionenkonzentration 

wahrend der Kultur. Mit CO,.-freier Luft begast. 

(Erklirung im Text). x x Trockengewicht; 

x----x Kohlenhydrat; »*x——— x Protein; 
e @® pH 


(Radiometer/Kopenhagen) gemessen. Zutropfende Salzsiure halt die Wasserstoff- 
ionenkonzentration konstant. Die Menge der hierzu bendtigten Salzsiure dient als 
MaB fiir den Verbrauch an Essigsiiure durch die Algen. 


Frage der Bezugsgrépe 


Mit dem Alter der Kulturen andert sich ihr Gehalt an Kohlenhydraten und an 
Protein und damit die Zusammensetzung des Trockengewichts. Diese drei Groen 
kénnen daher nicht als BezugsgréBen fiir die Analysen dienen. Daher wurden die 
Analysenwerte (Ausnahme: die Gaswechselmessungen) auf das willktirlich gewahlte 
Volumen von 1 ml Algensuspension bezogen. Siimtliche Veranderungen im absoluten 
Gehalt an Trockengewicht, an Kohlenhydrat und an Protein liefien sich dadurch 


erfassen. 


III. Ergebnisse 
Normaler Wachstumsverlauf 


Der normale Wachstumsverlauf von Chlamydobotrys (Abb.1), ge- 
messen als Zunahme des Trockengewichts, entspricht dem heterotropher 
Organismen. An eine kurze lag-Phase schlieBt ein Abschnitt logarith- 
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mischen Wachstums an, der in einen stationdren Zustand iibergeht; 
schlieBlich stirbt die Kultur. Am langsten dauert der erste Abschnitt der 
Wachstumskurve, die logarithmische Phase ist mit ungefahr 10 Std nur 
kurz. In ihr verdoppelt sich das Trockengewicht annahernd alle 4 Std. 

Wahrend des gesamten Wachstums sinkt die Wasserstoffionenkon- 
zentration. 

Stickstoffhaltige Bestandteile und Kohlenhydrate der Algen ver- 
halten sich im Laufe des Wachstums einer Kultur verschieden. Erstere 
nehmen anfangs fast gleichmaBig zu; mit dem Alter der Kultur verlang- 
samt sich ihre Zuwachsrate aber merklich. Dagegen steigt der Kohlen- 
hydratgehalt am stirksten gegen Ende des logarithmischen Wachstums- 
abschnittes und fallt bereits stark ab, wenn die stickstoffhaltigen Bestand- 
teile der Zellen sich noch vermehren. 

Die Erklarung dieses unterschiedlichen Verhaltens diirfte in der fort- 
laufenden Alkalisierung des Mediums zu suchen sein. Die Bedingungen 
fiir die Aufnahme des Acetats und seinen Umbau in Kohlenhydrate ver- 
schlechtern sich dadurch fortlaufend. Wahrend anfangs Aufbau von 
Kohlenhydraten und Synthese von Aminoverbindungen aus dem Acetat 
fast gleich schnell verlaufen, werden schlieBlich die stickstoffhaltigen 
Substanzen nur noch auf Kosten der gespeicherten Kohlenhydrate syn- 
thetisiert, deren Menge aus dem Acetat nur noch ungeniigend vermehrt 
werden kann und mit dem Umbau nicht mehr Schritt halt. 

Dieser Umbau von aus Acetat aufgebautem Polysacharid in Amino- 
verbindungen spiegelt sich besonders deutlich im Anteil von Stickstoff- 
verbindungen und Kohlenhydraten am Trockengewicht. Zu Beginn des 
Wachstums betragt der Anteil des Proteins 50°/,, der des Kohlenhydrats 
ungefahr 35°/,. Nach rund 10 Std hat sich ihre Menge auf 40 und 20°/,, 
nach 20 Std auf 50 und 23°/, verandert, und zum Zeitpunkt starken Ab- 
falls des Kohlenhydratgehalts betragen die Kohlenhydrate nur noch 10°/, 
des Trockengewichts, der Anteil der Aminoverbindungen hat sich aber 
auf 60°/) vergroBert. Rund 10°/, des Trockengewichts ist Asche. 


Abhéngigkeit des Wachstums von der Wasserstoffionenkonzentration 


Das Wachstum ist in hohem Mae von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Nahrlésung abhangig (Abb.2). Die Algen wachsen nur im 
pu-Bereich zwischen 6,0 und 8,5, mit einem eng begrenzten Optimum 
zwischen 7,0 und 7,5. Kin Vergleich 2 'Tage alter Kulturen, die bei ver- 
schiedenen Anfangs-py-Werten angezogen wurden, ergibt, daB schon bei 
pu 6,5 und 8,0 die 'Trockengewichtsproduktion um rund 20°/, niedriger 
als bei optimalem py ist. Bei solchen Anfangs-py-Werten angezogene 
Algen erreichen erst einige Tage spiter das gleiche Trockengewichts- 
maximum wie bei py 7,0 kultivierte, deren Trockengewicht zu diesem 
Zeitpunkt schon wieder abgesunken ist. 
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Optimale Acetatkonzentration und andere organische Stiwren 
als Kohlenstoffquelle 
Die optimale Acetatkonzentration (Abb.3) liegt bei 1,5 - 10-2 Mol/l. 
Im Bereich geringerer Konzentrationen steigt die Substanzproduktion 
proportional zum Essigsiuregehalt der Nahrlésung; bei hoheren Acetat- 
gaben zeigt sich dagegen eine zunehmende Wachstumshemmung. Ober- 
halb von 7 - 10-? Mol Acetat/l kann der Organismus kaum noch wachsen. 
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Abb.2. Abhangigkeit des Wachstums von der Wasserstoffionenkonzentration. Unbegast. (Erklarung 
im Text). x x 2 Tage alte Kulturen; e----@ 5 Tage alte Kulturen 
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Abb.3. Abhingigkeit des Wachstums yon der Acetatkonzentration der Nahrlésung. Unbegast. 
(Erklirung im Text) 


Die Verwertung organischer Kohlenstoffverbindungen als Kohlen- 
stoffquelle ist auf das Acetat beschrénkt. Verschiedene organische Sauren 
(Propionsaure, Buttersdure, Glutarsaure, Brenztraubensiure, Milchsaure, 
Fumarsaure, Bernsteinsiure, Apfelsaure) und Glucose erwiesen sich als 
ungeeignete Kohlenstoffquellen. In dieser Beziehung ist Chlamydobotrys 
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enger als andere photoheterotrophe Algen auf ein einziges Substrat 
angewiesen (Foca 1953; Lewin 1953; WeETHERELL 1958; Lewin u. 
Lewin 1960). Ob diese Beschrankung auf einer Unfahigkeit zur Ver- 
arbeitung oder auf Perme- 
ationsschwierigkeiten fiir an- 
dere organische Verbindungen 
als Natriumacetat (vgl. KoRN- 
BERG 1959) beruht, ist un- 
geklart. 


Verhalten von 
Chlamydobotrys im Dunkeln 
Chlamydobotrys —wachst 
und vermehrt sich im Dun- 
keln gar nicht (PRINGSHEIM 


mY 1960; PrincsHEm™ u. WIEss- 

rm aap y NER 1960). Da die Organismen 

100 aber imstande sein miissen, 
ey 


eine Dunkelzeit zu iiberleben, 
50 22 wurde die Frage zu klaren 
versucht, welche Veranderun- 


Ye, - : 
% gen Dunkelzeiten im Orga- 
Ausgongs— & iS nismus hervorrufen (Abb.4). 
material =\ Im Dauerlicht angezogene 


Algen wurden fiir kurze Zeit 
WUNG ins Dunkle iiberfiihrt, und 
yo er EinfluB dieser Dunkel- 
zeit auf Trockengewicht, 

0 3 Stunden 8 Protein- und Kohlenhydrat- 

Abb.4. Abhingigkeit der Protein- und Kohlenhydrat- gehalt der Zellen nach 3 und 
synthese vom Licht. Mit CO,-freier Loft begast. 8 Std untersucht und mit im 

(Erklirung im Text.) Trockengewicht: [_] Rest; 
Kohlenhydrate; Jl Protein Dauerlicht weiterkultivierten 
Algen verglichen. 

Nach 3 Std zeigen die Lichtkulturen einen Anstieg des Trocken- 
gewichts um rund 35°/), das Kohlenhydrat hat um rund 32°/, und die 
stickstoffhaltigen Zellverbindungen um 57°/, zugenommen. In den 
Dunkelkulturen dagegen ist das Trockengewicht nur um rund 109/,, das 
Protein um 14°/, gestiegen. Der Kohlenhydratgehalt ist um 14°/, ge- 
sunken. Hs liegt nahe, die geringe Proteinzunahme mit der Abnahme der 
gespeicherten Polysacharide und einen Umbau derselben in Zusammen- 
hang zu bringen. 

Nach 8 Std hat das Trockengewicht der Dauerlichtkulturen weiter 
zugenommen (-- 160°/,). Den gréBten Zuwachs zeigt das Kohlenhydrat 
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(+ 435°/), das Protein hat sich mehr als verdoppelt (+ 140°/,). Dagegen 
ist in den Dunkelkulturen nach 8 Std das Trockengewicht gesunken 
(—7°/,). Vorwiegend haben die Kohlenhydrate weiter abgenommen 
(—41°/) vom Ausgangswert). Verglichen mit den Analysedaten des Aus- 
gangsmaterials zu Beginn der Dunkelzeit ist nur der Gehalt an Stickstoff- 
verbindungen konstant geblieben. Ihre geringfiigige Zunahme in den 
ersten 3 Std der Dunkelzeit ist wohl zu vernachlassigen. 

Ks darf aus diesen Befunden gefolgert werden: 1. Nur ein geringer 
Teil der gespeicherten Kohlenhydrate kann kurzfristig im Dunkeln fiir 
Wachstumsvorginge (Proteinsynthese) umgebaut werden. 2. Dunkel- 
zeiten werden auf Kosten der gespeicherten Kohlenhydrate iiberlebt, die 
als Energiereserven fiir im Dunkeln weiter ablaufende Lebensvorgange 
(Bewegung usw.) verbraucht werden. 


Photosynthese 


Zur besseren Charakterisierung des Stoffwechsels von Chlamydobotrys 
wurde der Photosynthesegaswechsel mittels Warburgtechnik und 
polarometrischer Sauerstoffbestimmung verfolgt. 

Die Verwendung der manometrischen Gaswechselbestimmung ist 
durch die Beschrankung der Wachstumsprozesse auf den neutralen 
pu-Bereich eingeengt. Bei anderen Organismen (z.B. Chlorella) ist nach 
Emerson u. GREEN (1938) die Photosynthese im Bereich zwischen 
pu 4,5 und 8,9 fast unabhangig von der Wasserstoffionenkonzentration. 
Prrson u. Mitarb. (1952), CLENDENNING u. Mitarb. (1956) sowie LoREN- 
ZEN (1958) wiesen dagegen auf die héhere Photosyntheseleistung in 
saurem (pp 4,5) Medium verglichen mit neutralen und Carbonat/ Bicar- 
bonat-gepufferten Lésungen hin. Es lage daher nahe, auch bei Chlamydo- 
botrys die manometrischen Photosynthesemessungen im sauren pq- 
Bereich vorzunehmen. Chlorella, verschiedene Scenedesmus-Arten und 
andere Griinalgen haben ihr Wachstumsoptimum aber bei py 5,5 und 
konnen sogar bei py 4,5 noch wachsen. Chlamydobotrys dagegen vermehrt 
sich bei diesen Wasserstoffionenkonzentrationen nicht mehr. Auch in 
Lésungen ohne Acetat, das vielleicht bei niedrigem py giftig sein konnte, 
lat die Beweglichkeit der Zellen unterhalb py 6,0 merklich nach. Die 
Organismen werden bla und sterben. Daher muften alle Photosynthese- 
messungen bei einem py von 7,0 durchgefiihrt werden. Absolute Zahlen 
iiber die tatsichliche Photosyntheseleistung kénnen diese MeBwerte nicht 
darstellen, da die starke Léslichkeit des Kohlendioxyds in neutralen und 
alkalischen Loésungen die abgelesenen Gaswechselwerte verfalscht. Um 
aber Anhaltspunkte iiber die Héhe des Gaswechsels dieses Organismus 
verglichen mit anderen Griinalgen zu erhalten, wurde ebenfalls die 
Photosynthese von Chlorella und Chlorogonium, die unter gleichen 
Bedingungen angezogen wurden, bei diesem py gemessen. 
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Kin Vergleich der drei Organismen ergibt durch manometrische und 
polarometrische Messung eine sehr schwache Photosynthese von Chlamy- 
dobotrys (Tab.2). In Abhangigkeit vom physiologischen Zustand und 
vom Alter der Organismen betragt sie maximal nur 25°/, der Leistung 
von Chlorella und kann bis auf 5°/, absinken. Die photosynthetische 


Tabelle 2 
Vergleich der Photosynthese von Chlamydobotrys, Chlorella und Chlorogonium 


Photosynthese nach Zugabe 
von Acetat 


Photosynthese 


Organismus 
#1 O,/mg Trockengewicht - Stunde 
Chlamydobotrys +0,10 bis + 0,60 — 0,20 bis — 0,40 
Chlorella + 2,60 + 1,30 
Chlorogonium + 1,60 + 1,20 


Sauerstoffproduktion ist ebenfalls geringer als die von Chlorogonium. Die 
Zugabe von Acetat fiihrt bei allen Organismen zu einer Senkung des 
positiven Gaswechsels. Bei Chlamydobotrys wird er durch die oxydative 
Acetatverarbeitung sogar negativ. 


Atmung 
Die Feststellung der Notwendigkeit von Acetat fiir das Wachstum 
fiihrt zu der Uberlegung, ob diese Séure durch oxydative Assimilation 
dem Aufbaustoffwechsel von Chlamydobotrys zugefiihrt wird. In Tab.3 
sind die Ergebnisse von Atmungsmessungen bei Chlamydobotrys, Chlo- 
rella und Chlorogonium zusammengestellt. 


Tabelle 3. Vergleich der Atmung von Chlamydobotrys, Chlorella und Chlorogoniwm 


Endogene Atmung nach Zugabe von 


Atmung 


Organismus Acetat Glucose 
11 O,/mg Trockengewicht - Stunde 
Chlamydobotrys —0,50 bis — 0,70 — 0,80 bis — 1,00 — 0,50 bis — 0,70 
Chlorella — 0,40 — 4,00 — 2,50 
Chlorogonium —0,70 — 3,90 — 0,70 


Die endogene Atmung im Dunkeln ist bei allen drei Organismen 
ungefahr gleich groB. Die Zugabe von Acetat fiihrt bei Chlorella (vegl. 
SCHLEGEL 1956) und Chlorogonium zu einer sehr starken Steigerung der 
Sauerstoffaufnahme, bei Chlorella auf das Zehnfache; wihrend sie bei 
Chlamydobotrys nur um rund 50°/, ansteigt. Eine Atmungssteigerung 
durch Glucose 1aéBt sich nur bei Chlorella hervorrufen. Dieser Befund ist 
insofern beachtenswert, als Chlamydobotrys zwar in der Zelle gespeicherte 


Ernahrung und Stoffwechsel von Chlamydobotrys (Volvocales) 241 


Polysacharide (Starke) veratmen kann, von auBen zugesetzte Glucose 
aber keinen Einflu8 auf die Atmung hat, womit sich die Beobachtung 
erklart, dal Chlamydobotrys nicht auf Glucose wachsen kann. Dieses 
kénnte auf Permeationsschwierigkeiten beruhen. 


Die Atmungssteigerung durch Acetat kénnte ein Hinweis dafiir sein, 
daB neben anderen Stoffwechselvorgingen auch eine oxydative Acetat- 
aufnahme fiir den Aufbaustoffwechsel von Ohlamydobotrys von Bedeu- 
tung ist. Ein Zusammenhang zwischen der schwachen oxydativen 
Acetatverarbeitung und der obligaten Phototrophie ist aber auf Grund 
der bisherigen Befunde nicht zu erkennen. Die Atmung ist fiir das Be- 
stehen und die Vermehrung von Chlamydobotrys nicht notig, da bei 
Gegenwart von Acetat und 
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ie i Abb.5. Anaerobe Aufnahme von Acetat im Licht. 
similation des Acetats ohne (Erklirung im Text) 
Gaswechsel, wie sie unter 
anderem bei den Athiorhodaceae (CLAYTON 1955; W1ESSNER 1960) und 
auch fiir Chlamydobotrys (PRINGSHEIM u. WIESSNER 1960) nachgewiesen 
werden konnte (Abb.5). 

Unter anaeroben Verhaltnissen konnte im Dunkeln keine Aufnahme 
von Acetat (gemessen als Verschiebung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration) beobachtet werden. Diese setzt erst mit einer Belichtung der 
Algen ein und hort mit einer Verdunkelung sofort wieder auf. Der Nach- 
weis fiir eine deutlich lichtabhingige anaerobe Acetataufnahme wurde 
damit erbracht. 


Die Aufdeckung dieses lichtabhaingigen Stoffwechselprozesses bietet 
eine Erklarung fiir die strenge Licht- und Acetatabhangigkeit des Wachs- 
tums von Chlamydobotrys. Die direkte Photoassimilation von Acetat (vgl. 
PRINGSHEIM u. WIESSNER 1960) darf daher auf Grund der bisherigen 
Ergebnisse als grundlegender StoffwechselprozeB von Chlamydobotrys 
angesehen werden. Die Klarung etwaiger Zusammenhange mit der oxy- 
dativen Acetatverarbeitung bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. 


242 E. G. PringsHEm und W. WIESSNER: 


Einflup des Kohlendioxyds auf das Wachstum 
Neben der Photoassimilation des Acetats ist eine schwache Photo- 
syntheseleistung bei Chlamydobotrys zu beobachten, wenn CO, zugegen 
ist. Von ihr erzeugte Kohlenhydrate kénnten daher im Aufbaustoff- 
wechsel eine Rolle spielen. Es wurden Experimente angestellt, die der 
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Abb.6. Wirkung einer Begasung mit 
Kohlendioxyd auf zum Wachstumsstill- 
stand gekommene Kulturen. (Erklirung 
im Text.) Trockengewicht: [_] Rest; 
Kohlenhydrate; (J Protein 


-C0, -CO, +C0, ¥ C0, 
—Acefat +Acerat ~Acetat +Acerat 


Abb.7. Vergleich der Bedeutung von Acetat und Kohlen- 
dioxyd fiir das Wachstum I. Kurzfristiger Versuch. 
Normale Nahrlésung mit und ohne Acetat. Mit Luft 
(+ und —CO,) begast. (Erklirung im Text.) Trocken- 
gewicht: [__] Rest; Kohlenhydrate; [ij Protein 


Klaérung der Zusammenhange zwischen schwacher Photosynthese und 
dem Aufbaustoffwechsel von Chlamydobotrys dienen sollen. 

Bei der experimentellen Bearbeitung dieses Problems muBten von 
vornherein zwei verschiedene Wirkungsweisen der Begasung mit Kohlen- 
dioxyd auseinandergehalten werden. 1. Kinmal fiihrt die CO,-Begasung 
zu einem Anstieg der Wasserstoffionenkonzentration. Dadurch wird ein 
pu-Bereich erreicht, bei dem die als Folge der Alkalisierung unter- 
brochene Acetataufnahme wieder in Gang kommt und zu einer Kohlen- 
hydratanhaufung fiihren kann. Ein Anstieg der Zellsubstanzproduktion 
braucht daher nicht auf einer photosynthetischen CO,-Fixierung zu 
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beruhen. 2. Kohlendioxyd wird photosynthetisch dem Aufbaustoff- 
wechsel zugefiihrt. 

Werden die zum Wachstumsstillstand gekommene Kulturen (Abb. 6) 
mit CO, begast (++ CO,) und wird parallel dazu in nicht mit Kohlen- 
dioxyd begasten gleichalterigen Kulturen (—CO,), um den Einflu8 
einer unterschiedlichen Was- 


serstoffionenkonzentration ym i 
auszuschalten, der pp-Wert se ha 
mit Salzsiure in gleicher #8 
Hohe wie in den CO,-begasten 700 
Kulturen gehalten, so ist in 120 
beiden Kulturen schon nach 
6Std ein deutlicher Anstieg Ausgangsmoterial 


sowohl des Trockengewichts 
als auch des Gehalts der i Fg 7 ieee 
Zellen an Kohlenhydraten zu 
beobachten. Der Unterschied 
zwischen der CO,-begasten 
und der -unbegasten Kultur 
im Trockengewicht liegt 
zwischen 5 und 10°/,, die 
groBte Differenz mit rund 
35°/, zeigt sich im Kohlen- 
hydratgehalt. Die Haupt- 
wirkung einer Begasung mit 
Kohlendioxyd ist damit eine 
Steigerung des Kohlenhydrat- 
gehalts. Diese addiert sich im 
Trockengewicht zu der durch Abb. 8. Vergleich der Bedeutung von Acetat und Kohlen- 
3 dioxyd fiir das Wachstum II. Kurzfristiger Versuch. 
die pu-Senkung als Folge der Normale Nihrlosung mit und ohne Acetat und ohne 
emeuten Acetatauinahme er Stowe, afte a con bert 
moglichten Wachstumsstei- Kohlenhydrate; Mj Protein 
gerung. 

Ein gleiches Ergebnis zeigen Versuche, in denen gewaschenes Algen- 
material in neue Lésung ohne Acetat aber mit Stickstoffquellen tiber- 
fiihrt und das py durch stiindliche Zugabe von HCl oder NaOH konstant 
gehalten wurde (Abb.7). Mit Kohlendioxyd begaste Kulturen ergaben 
wieder einen stiarkeren Anstieg des Trockengewichts. Auch der Protein- 
gehalt ist angestiegen; doch ist der Unterschied zwischen kohlendioxyd- 
begaster und -unbegaster Kultur nur gering (5—10°/)). Auch bei einer 
Uberfiihrung der Algen in vollstandige Nahrlésung (++ Acetat) zeigt sich bei 
CO,-Zugabe nur eine geringfiigige Steigerung des Gehalts an stickstoff- 
haltigen Verbindungen, die auf eine CO,-Begasung zuriickzufiihren ware. 


-C0, 
ye +Acetat Acetat +Acetot 
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Wird jede Stickstoffquelle (Abb. 8) aus der Nahrlésung weggelassen, dann 
tritt die weit gréBere Bedeutung des Acetats auch fiir die Kohlenhydrat- 
synthese gegeniiber der CO,-Assimilation noch stérker hervor. Acetat er- 
gibt eine zehnmal groéBere Kohlenhydrat-Produktion als CO,-Begasung. 

Auch im fortlaufenden Wachstumsversuch findet die vorherrschende 
Rolle des Acetats und die untergeordnete Bedeutung der photosynthe- 


; tischen CO,-Fixierung fiir die 
Trockengewicht 
400 7 


Proteinsynthese und den Auf- 
vml 


baustoffwechsel ihre Bestati- 
gung. In Abb.9 ist der Wachs- 
tumsverlauf von Kulturen mit 
normalem Acetatgehalt und 
mit 4/,) der normalen Acetat- 
konzentration wahrend 5Tagen 
dargestellt, sowie. ihr Gehalt 
an Protein und Kohlenhydrat. 
Die Algen wurden auferdem 
mit und parallel dazu ohne 
Kohlendioxyd begast. 

Die Kulturen mit dem ge- 
ringeren Acetatgehalt erreich- 
ten nur ein niedrigeres Trocken- 
gewicht mit geringerem Protein- 
und Kohlenhydratgehalt. Die 
CO,-Begasung fdrdert das 
Wachstum nur unbedeutend, 
die Steigerung im _ Protein- 
gehalt beruht vorwiegend auf 
der po-Senkung als Folge der 


2 ce 4 C2 e) 4 Tag 


Abb.9. Vergleich der Bedeutung von Acetat und 
Kohlendioxyd fiir das Wachstum III. Langfristiger 
Wachstumsversuch. Normale Nihrlésung mit ver- 
schiedenen Acetatkonzentrationen. Mit Luft (+ und 
—CO,) begast. (Erklirung im Text). */, Acetat 
x x vom 2. Tag mit CO, begast; x ---- x nicht 
mit CO, begast. '/1) Acetat © © vom 2, Tag 
mit CO, begast; O----0 nicht mit CO, begast 


CO,-Begasung. 

In der Kultur mit vollem 
Acetatgehalt und zusitzlicher 
CO,-Zufuhr steigt der Kohlen- 
hydratgehalt laufend, in der 


mit CO,-freier Luft begasten 
sinkt er. Diese Abnahme spiegelt sich auch im Absinken des Trocken- 
gewichts. Das Sinken des Kohlenhydrats setzt friiher ein als die 
Abnahme des Proteins. Letzteres steigt bis zum 3.'Tag in CO,-begaster 
und -unbegaster Kultur in gleicher Weise, dann verlangsamt die Zunahme 
des Proteins sich merklich, wahrend als Folge der CO,-Begasung der 
Anstieg im Kohlenhydratgehalt unvermindert anhalt. 
Aus diesen Versuchen darf der Schluf gezogen werden, daf& durch 
normale Photosynthese fixiertes CO, den Kohlenhydratgehalt der Zellen 
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ein wenig erhdhen kann, daB dabei aber eine Steigerung des fiir die 
aktive Zellsubstanz verantwortlichen Proteingehalts nur in ganz gerin- 
gem Umfang eintritt. 


Zusammenfassung 


1. Chlamydobotrys wachst in Reinkultur nur im Licht und nur mit 
Acetat als organischer Kohlenstoffquelle. 

2. Kine Photoassimilation von Acetat ist der grundlegende ProzeB fiir 
den Aufbaustoffwechsel. 

3. Die Photosynthese ist, verglichen mit anderen Griinalgen (Chlo- 
rella, Chlorogonium), nur schwach. 

4. Begasung mit Kohlendioxyd fiihrt zwar zu einer Anhaéufung von 
Kohlenhydraten in der Zelle, doch nur zu einer sehr geringfiigigen Ver- 
mehrung der stickstoffhaltigen Verbindungen, die zu einem Wachstum 
nicht ausreicht. Die Synthese von Protein findet vorwiegend aus Acetat 
statt; anorganische Stickstoffquellen (Ammon, Nitrat) kénnen verwertet 
werden; aber mit Asparagin oder Asparaginsaéure ist die Vermehrung 
weit reichlicher. 

5. Die endogene Atmung von Chlamydobotrys ist ebenso hoch wie bei 
anderen Griinalgen (Chlorella, Chlorogonium). Durch Zufuhr von Acetat 
kann sie aber nur wenig, durch Zugabe von Glucose gar nicht gesteigert 
werden. 

Im Dunkeln wird nur ganz wenig Acetat und in der Zelle gespeichertes 
Reservekohlenhydrat in Protein umgewandelt. 
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Studien an der Symbiose der Anobiiden 
I. Mitteilung: 
Die Kultur des Symbionten von Sitodrepa panicea L. 


Von 
H. KUOHLWEIN und G. JURZITZA 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 16. Mai 1961) 


Zu den am langsten bekannten Insektensymbiosen zahlt die der 
Anobiiden mit hefeartigen Pilzen. Bereits 1899 beschrieb KaARAWATEW 
den Darmkanal des Brotkafers Sitodrepa panicea L. und die am Beginn 
des Mitteldarmes lokalisierten Mycetome. Er fand auch die Symbionten, 
hielt sie jedoch wegen ihrer Tropfenform fiir Flagellaten und deutete die 
Sprossung der Zellen als Kopulation. Ein Jahr darauf berichtete Escue- 
RICH (1900) ebenfalls tiber diese Erscheinung, und da ihm die Kultur dieser 
Organismen in Traubenzuckerlésung gelang, hielt er sie fiir Saccharo- 
myceten. Auch Herrz (1927) versuchte mit Erfolg, die Hefesymbionten 
dieses Kafers zu kultivieren. Er stellte fest, daB ihre Vermehrung auber- 
ordentlich langsam vonstatten geht und daB sie nur bei groken Impf- 
mengen zu selbstandigem Wachstum befahigt sind. Aus diesen Griinden 
zweifelte er an der Identitat der Kulturen EscHEricus mit den Symbion- 
ten des Kafers. 

Pant u. FRAENKEL (1950, 1954) stieBen bei der Isolierung des Sym- 
bionten ebenfalls auf Schwierigkeiten. Wenn sie ein steril prapariertes 
Mycetom in Hansen-Lésung brachten, zeigte sich erst nach 35 Tagen 
geringes Wachstum, und es war nicht moglich, Agarkulturen zu erhalten. 
Ahnliche Erfahrungen machte GRranBNER (1954), der sich eingehend mit 
der Ziichtung des Pilzes beschaftigte. Selbst bei einer Einsaatmenge von 
mehreren hundert Zellen je Hangetropfen erfolgte keine nennenswerte 
Vermehrung. Wenn er jedoch ein steril prapariertes Mycetom auf Wiirze- 
agar auflegte und mit einem Deckglassplitter bedeckte, bildeten sich nach 
5 Wochen kleine gelblichweiBe Kolonien des Symbionten. Die Zellen 
stimmten in Form und GréBe mit denen im Mycetom iiberein, lieBen sich 
nur durch direkte Uberimpfung vermehren, nicht aber durch Ausstreichen 
von Suspensionen. GRAEBNER untersuchte weiterhin die Assimilation von 
C- und N- Quellen und beschrieb die Symbionten als T'orulopsis buchnerii. 

Die meisten Untersuchungen tiber Insektensymbionten beschranken 


sich auf gut wachsende Formen. Soweit es sich um schwer kultivierbare 
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Symbionten handelt, scheint das auf Schwierigkeiten beim Ubergang 
vom symbiontischen zum selbstandigen Leben zuriickzugehen. Somit 
erschien es erforderlich, eine schlecht wachsende Form genauer zu unter- 
suchen und dabei Methoden auszuarbeiten, die die Priifung solcher Sym- 
bionten gestatten. Dieser Versuch wurde in der vorliegenden Arbeit an 
dem Symbionten des Brotkéfers unternommen. 


A. Material und Methodik 
1. Néhrlésungen und Ndahrbdden 


Fiir die Isolierungsversuche sowie zur Anlage von Stammkulturen diente Malz- 
wiirze bzw. Malzwiirze-Agar. Léflunds Malzextrakt wurde in Leitungswasser zum 
spez. Gewicht von 1,025 gelést, 2 Std gekocht und vom Niederschlag abfiltriert. Die 
Agarkonzentration betrug 2°/). Weiter wurde eine Nahrlésung nach Hansen ver- 
wendet (zit. nach PANT u. FRAENKEL 1954). Sie hatte folgende Zusammensetzung: 
Glucose 5°/,; Pepton (aus Casein, Merck) 1°/,; KH,PO, 0,3°/); MgSO, 0,3°/). Als 
vollsynthetisches Substrat diente eine Modifikation dieser Lésung, in der Pepton 
durch die gleiche Menge Ammonsulfat ersetzt wurde. 

Die Priifung auf Assimilation verschiedener C-Quellen erfolgte nach dem von 
LoppER u. KrEGER-vAN Riz (1952) ausfiihrlich beschriebenen Verfahren. Die 
Zuckerlésungen wurden durch Filtration mit Jenaer Ganzglas-Bakterienfiltern 
G 5 M sterilisiert. 

Die Kultur der Hefen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in Reagensglasern 
mit 5 ml Nahrlésung. Als gleichmaBiger Verschlu8 dienten Hauben aus Filtrier- 
papier (Schl. & Sch. Nr. 602 eh). Die Kulturen wurden bei 25° bebriitet. 

Der Kafer (Sitodrepa panicea L.) wurde in WeizengrieB mit Zusaitzen von Pepton 
oder lufttrockener Backerhefe, spaiter von Heliosan-Vitamin-Bierhefe der Fa. 
Cenovis geziichtet. Die Stammkulturen wurden in Erlenmeyerkolben (100 und 
500 ml) bei 25°C gehalten. Die Priiparation der Insekten erfolgte nach den Angaben 
von MULLER (1934). 


2. Wachstumsmessungen 


Bei dem sehr langsam wachsenden Symbionten von Sitodrepa ist es erst nach 
langer Kulturzeit méglich, durch visuelle Beurteilung eine Vermehrung festzustellen. 
Auch die Kriterien, die bei anderen Hefearten ein Wachstum anzeigen, wie Triibung 
der Nahrlésung und Bildung eines Heferinges oder einer Decke, versagen, da dieser 
Pilz nur zur Ausbildung eines geringfiigigen Bodensatzes befihigt ist. Weiterhin 
wirkt erschwerend, daB bei geringer Kinsaatmenge das Wachstum sehr spiit ein- 
setzt, so daf} in vielen Fallen direkt aus der Stammkultur beimpft werden muBte. 

Daher war es erforderlich, als MaB fiir die Vermehrung die Triibungszunahme 
in den von Hand aufgeschiittelten Kulturen festzustellen. Die Messungen wurden 
zum Teil in einem ZeifS Elko III, zum Teil in einem Lange-Becherglascolorimeter 
durchgefiihrt. Die erzielten Werte wurden auf Réhrchen mit der entsprechenden, 
unbeimpften Nihrlésung bezogen. 


B. Die Isolierung der Symbionten 
1. Die Gewinnung von Stammkulturen 
Zu den Isolierungsversuchen diente ein Stamm des Brotkafers (Sito- 
drepa panicea L.), der in der Drogensammlung des Botanischen Institutes 


an Pulv. Fruct. Capsici aufgetreten war. Als Kultursubstrate dienten 
Hansen-Losung und Malzwiirze. In Réhrchen mit je 5 cm* Nahrlésung 
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wurde jeweils ein steril prapariertes Mycetom iibertragen und bei 25° 
bebriitet. Nach 18 Tagen trat in den Réhrchen mit Hansen-Loésung ein 
geringer Bodensatz auf, der bei leichtem Schiitteln zu erkennen war. In 
Wiirzelésung war das erst nach etwa 4 Wochen der Fall. Vom 18. Tage 
an wurden die Kulturen alle 2 Tage am Elko IIT gemessen (Abb. 1). Wie 
der Kurve zu entnehmen 
ist, setzt die Vermehrung 
des Pilzes in Hansen- 
losung viel friiher ein 
als in Wiirze, verlauft 
jedoch langsamer. Der 
Vergleich mit dem 
Wachstum einer sym- 
biontischen Ceramby- 
cidenhefe (Candida rha- 
gu; JuRzITZA, KUHL- 
WEIN u. KREGER-VAN Rig 
1960) zeigt die auBeror- 
dentlich langsame Ver- 
mehrung dieses Sym- 


48 lage 


bi t Abb.1. Wachstum des Symbionten von Sitodrepa panicea in 
lonten. Hansen-Lésung (7) und Malzwiirze (2) im Vergleich mit dem 
Von der Beobachtun g Symbionten von Harpiuminquisitor (Cerambycidae) in Hansen (3) 


GRAEBNERS (1954) aus- 

gehend, da die Symbionten aus Aufschwemmungen nicht anwachsen, 
und da Pant u. FRAENKEL (1954) vergebens versuchten, Agarkulturen 
zu erzielen, wurde der Bodensatz der Flissigkeitskulturen mit einer 
sterilen Pipette aufgenommen und auf Schrag-Agar der gleichen Zu- 
sammensetzung gebracht. Dieses Verfahren lieferte ohne Schwierigkeiten 
nach 10—14 Tagen Kolonien, deren Weiterimpfung nichts mehr im Wege 
stand. 

2. Mikroskopische Beobachtungen 

Das Anwachsen der Symbionten wurde auch unter dem Mikroskop 
verfolgt. Es wurde unter sterilen Bedingungen ein Mycetom auf einem 
Deckglaschen in einem Tropfen Malzwiirze mit einem Deckglassplitter 
zerquetscht und das Praparat in einem Hohlschliffobjekttrager mit steriler 
Vaseline verschlossen gehalten. 

Die Symbionten zeigen im Mycetom eine recht einheitliche Form und 
GréBe. Sie sind tropfenformig, (2,5—3) x (5—7) wu groB, die Sprossung 
erfolgt stets am spitzen Pol (Abb. 2). 

Nach 24 Std hatte sich dieses Bild wie folgt verandert: Die Zellen 
zeigten eine Volumenzunahme, verbunden mit starker Vakuolisierung. 
Diese Erscheinung trat mit zunehmender Entfernung vom Mycetom 
stirker auf, besonders deutlich an isoliert liegenden Zellen. In der 

17* 
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Umgebung des Mycetomrestes fanden sich kleinere, tropfenformige 
Zellen mit homogen erscheinendem Plasma. 

Nach 3 Tagen war das Bild das gleiche, die vom Mycetom entfernten 
Zellen hatten sich weiter vergréBert, sie waren jetzt etwa doppelt so groB 
wie die beim Mycetom. Vor allem in dessen Nahe hatte sich die Hefe 
deutlich vermehrt. 

Auch nach 5 Tagen war das Bild im ganzen unverandert. Zwischen den 
stark vergroBerten Symbionten lagen zahlreiche kleine, schlanke Zellen. 
Viele sproBten, ohne daf es 
jedoch zur Ausbildung von Ver- 
banden kam. Auch die Riesen- 
zellen in den Randpartien zeigten 
gelegentliche Sprossungen. Um 
den Rand des Deckglassplitters 
herum, wo die Nahrlésung mit 
der Luft in Beriithrung kam, 
hatten sich inzwischen die Sym- 
bionten sehr stark vermehrt und 
einen Saum dicht gepackter 
Zellen gebildet. 

Im Laufe der weiteren Ver- 
' mehrung anderte sich nichts. 
Abb. 2. Symbionten aus dem Mycetom einer Imago Die vom Mycetom entfernten 

von Sitodrepa panicea (1200 mal) i ce mn 
Riesenzellen vergréBerten sich 
langsam weiter, vereinzelt traten auch Anomalien auf, wie sie 
GRAEBNER (1954, 8S. 513) abbildet. 


3. Re-infektion steriler Sitodrepa-Larven 


Es erschien trotz der morphologischen Ahnlichkeit der Kultursym- 
bionten mit denen im Mycetom und trotz der weitgehenden Uberein- 
stimmung unserer Befunde mit denen GRAEBNERs (1954) wiinschenswert, 
einen weiteren Beweis fiir die Identitaét der erzielten Kulturen mit den 
Symbionten zu finden. Aus diesem Grunde wurde versucht, sterile 
Larven von Sitodrepa panicea mit den kultivierten Hefen zu infizieren. 

Nach dem Vorgehen von Kocu (1933) und Pan? u. FRANKEL (1954) wurden 
Kier des Kafers 3 min lang mit einer Lésung von 5°/, Chloramin in 70°/, Alkohol 
behandelt. Dabei werden die an der Eioberfliche haftenden Symbionten abgetotet, 
die schliipfenden Larven kénnen sich nicht infizieren, so daB sterile Tiere resultieren. 
Derart vorbehandelte Kier wurden kurz vor dem Schliipfen der Larven mit einer 
Suspension des Kultursymbionten beschmiert, wihrend weitere, genauso vor- 
behandelte Kier nicht beschmiert wurden und als Kontrolle dienten. Die Aufzucht 


der Tiere erfolgte in Weizengriefi mit einem Zusatz von 5°/, lufttrockener Bicker- 
hefe. 


Die Kontrolle der Larven und der resultierenden Imagines zeigte, dak 
die Mycetome der nicht infizierten Kontrolltiere durchweg symbionten- 
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frei waren, wahrend die mit der Kulturhefe behandelten Tiere diese in die 
Mycetome aufgenommen hatten. Dieser Befund und die Tatsache, da 
auch die Morphologie der Symbionten die normale war, kann als Beweis 
fiir die Identitat der Kulturen mit den Symbionten angesehen werden. 


C. Kulturversuche an den Symbionten 
1. Das Wachstum in verschiedenen Ndhrlésungen 


Aus den Angaben in der Literatur war zu entnehmen, da die Kultur 
der Symbionten auf Schwierigkeiten stoBen wiirde. Es mute zunachst 
untersucht werden, ob der Pilz in der Lage ist, in einer Nahrlésung an- 
zuwachsen, wenn zur Beimpfung eine Ose voll Suspension iibertragen 
wird. Dabei zeigte sich, da es ohne weiteres gelingt, Wachstum zu er- 
zielen, Wenn man aus einer alteren Kultur in Hansen-Lésung eine Uber- 
tragung in die gleiche Nahrlésung vornimmt. Allerdings war der Beginn 
des Wachstums erst nach 2—3 Wochen festzustellen. 

Nach den Untersuchungen von GRAEBNER (1954) spielt bei den 
symbiontischen Anobiidenhefen die Impfmenge eine groBe Rolle. Er 
fiihrte das darauf zuriick, da® ein Teil der iiberimpften Zellen abstirbt 
und dabei den iiberlebenden Stoffe zuginglich gemacht werden, die 
diesen das Anwachsen auf dem neuen Substrat erméglichen. Versuche 
mit unterschiedlicher Impfmenge bestatigen diese Feststellung GRAEB- 
NERS, doch erwies sich, daB das anfanglich bessere Wachstum groBer 
Impfmengen bei verlangerter Kulturdauer keine Rolle spielt. 

Von besonderem Interesse war die Kultur des Symbionten auf voll- 
synthetischen Medien. Verschiedene synthetische Nahrlé6sungen wurden 
auf ihre Kignung gepriift, indem sie mit etwas Hefe aus der Stammkultur 
beimpft wurden. Das weitere Wachstum wurde nephelometrisch verfolgt. 
Die untersuchten Nahrlésungen zeigten keine Unterschiede, so dais in der 
Folge von einer modifizierten Hansen-Lésung (Pepton durch die gleiche 
Menge Ammonsulfat ersetzt) ausgegangen werden konnte. Auf Grund der 
Erfahrungen mit den vitaminheterotrophen Cerambycidensymbionten 
wurde dieser Lésung 0,1 mg-°/, Aneurin und 0,01 mg-°/) Biotin zugesetzt, 
obwohl bei der geschilderten Art der Beimpfung kein HinfluB dieser 
Vitamine nachzuweisen war. 

Der Einflu8 des px auf das Wachstum des Symbionten wurde unter- 
sucht. Da sich zeigte, daB dieser in dem gepriiften Bereich von 3,4—7 nur 
oberhalb von 6 etwas hemmend wirkt, konnte die erwahnte Nahrlosung, 
die ein Ausgangs-py von 4,8 hat, unverandert beibehalten werden. 

Um festzustellen, ob die Symbionten auch bei Uberimpfung aus Sus- 
pensionen in der Lage sind, in dieser Nahrlésung anzuwachsen, wurde 
versucht, sie an das gebotene Medium zu adaptieren. Rohrchen mit der 
Nahrlosung wurden aus der Stammkultur so beimpft, da nach dem Auf- 
schiitteln der Impfmenge eine Ausgangstriibung von # = 0,1—0,2 (am 
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Elko III gemessen) erreicht wurde. Diese Vorkulturen wurden bebriitet 
und nach etwa 3 Wochen eine Extinktion von etwa 0,6 gemessen. Dann 
wurde je eine Ose voll auf die frische Naihrlésung tibertragen. 

Wiahrend einer Kulturdauer von 2 Monaten konnte in diesen Ver- 
suchen nur in ganz wenigen Fallen Wachstum erzielt werden. Es lag also 
die Vermutung nahe, daB der Pilz auBer den beiden gebotenen Vitaminen 
noch weitere Wirkstoffe bendtigt. 


2. Der Wirkstoffbedarf des Sitodrepa-Symbionten 


Orientierende Vorversuche zeigten, daB das Wachstum auch durch 
Zusatz eines Gemisches von acht Vitaminen nicht verbessert werden 
konnte. Andererseits ist der Pilz jedoch durchaus in der Lage, unter 
gleichen Bedingungen in einer peptonhaltigen Nahrlésung (nach Hansen) 
anzuwachsen. Das schien darauf hinzuweisen, daB er EKiweifbbausteine 
zum Wachstum benotigt. Aus diesem Grunde wurde der Nahrlésung ein 
Gemisch von 15 Aminosaéuren ! zugesetzt, so daB je Rohrchen 0,5 mg von 
jeder Aminosaéure vorhanden waren. In der Tat war bei Beimpfung aus 
der Stammkultur das Wachstum in den Rodhrchen mit Aminosauren 
besser als das der Kontrollen. Auch gelang es, aus den bewachsenen Roéhr- 
chen in Nahrl6sung mit Aminosaurenzusatz weiterzuimpfen. 

Darauf wurden die 15 Aminoséuren des Gemisches einzeln auf ihre 
Wirkung getestet. Es ergab sich, das Arginin hemmend wirkt, waihrend 
Asparaginsaure und Glutaminsdiure das Wachstum des Symbionten 
fordern. Die Wirkung der beiden Aminosduren wurde daher weiter 
untersucht. 

Der tiblichen Nahrlésung wurden die beiden Aminosauren einzeln und 
zusammen (0,1 mg/cm®*) zugesetzt. Zwei Réhrchen ohne Zusatze dienten 
als Vorkulturen und wurden von der Stammkultur aus beimpft. Nach 
1 Woche wurde aus einem derselben der Versuch beimpft. Das weitere 
Wachstum des Pilzes wurde nephelometrisch verfolgt. 

Das Ergebnis dieses Versuches ist Abb.3 zu entnehmen. Wie die 
Kurven zeigen, beruht die Wirkung der beiden Aminoséuren auf einer 
Verkiirzung der Inkubationszeit. Die gleiche Wirkung zeigte sich auch 
auf synthetischen Nahrbéden (obige Lésung mit 2°/, Agar), wenn Hefe- 
suspensionen ausgestrichen wurden. Nach GRAEBNER ist der Symbiont 
von Sitodrepa nur dann in der Lage, auf einem Nahrboden anzuwachsen, 
wenn dieser vorher durch Diffusionskulturen mit den von wachsender 
Hefe abgegebenen ,,Wuchsstoffen® angereichert wurde. JurziTza (1959) 
konnte zeigen, dai Cerambycidensymbionten Aminosauren ins Substrat 
abscheiden. Bei zwei der drei untersuchten Stémme traten unter anderen 
auch Asparaginsaiure und Glutaminsaure auf. Man wird nicht fehlgehen, 


' Glykokoll, Alanin, Asparaginsiiure, Glutaminsiure, Histidin, Arginin, Valin, 
Leucin, Cystein, Lysin, Tyrosin, Methionin, Prolin, Tryptophan, Phenylalanin. 
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wenn man die Beobachtung GraEBNERs auf diese Aminosaureabgabe 
zurickfihrt. 

Um die Optimalkonzentration der beiden Aminosauren zu ermitteln, 
wurde eine je 50 mg-°/,ige Lésung von Asparaginséure und Glutamin- 
sdure auf 1/,, 1/,, usw. bis auf 1/55. der Ausgangskonzentration verdiinnt 
und je 1 cm® dieser Lésungen zu 4 cm? einer vollsynthetischen Nahrlésung 
mit Aneurin- und Biotinzusatz gegeben. Der Versuch wurde mit je einer 
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Abb.3. Wachstum des Symbionten in einer synthetischen Nahrlésung mit Asparaginséurezusatz (2), 
Glutaminsiurezusatz (2), mit beiden Aminoséuren (3) und ohne Zusatz (2) 


Abb.4. Wachstum des Symbionten bei verschiedenen Aminosiurekonzentrationen (siehe Text) 


Ose einer Vorkultur des Symbionten beimpft. Abb.4 zeigt, daB das 
starkste Wachstum bei 1/,, und 1/,. der Ausgangskonzentration erfolgte. 
Bei héherer Aminosaéuregabe war das Wachstum gegeniiber der amino- 
sdurefreien Kontrolle zwar stark gefordert, aber geringer als im Optimal- 
bereich, bei starkeren Verdiinnungen jedoch gering oder nicht nachweis- 
bar. In der Folge wurde daher nur 1 mg Aminosaure je 100 cm* Nahr- 
lésung gegeben. : 

Da in einer vitaminfreien Nahrlésung mit Aminosiure kein Wachstum 
erzielt werden konnte, wurde der Vitaminbedarf des Symbionten unter- 
sucht. Zu diesem Zwecke erhielten Rohrchen mit synthetischer Nahr- 
lésung je 0,05 cm® von Vitamingemischen zugesetzt, die sieben_ der zu 
testenden acht Vitamine enthielten. Als Kontrollen dienten Rohrchen 
ohne Vitaminzusatz sowie Kulturen mit dem kompletten. Gemisch. 
Dieses hatte foleende Zusammensetzung : Biotin 20 y-°/9, Aneurin 4mg-°/,, 
Riboflavin 2 mg-°/,, Pyridoxin 4 mg-°/o, Nicotinsdéureamid 4 mg-°/,, 
pantothensaures Ca 4 mg-°/,, Folséure 2 mg-/o, meso- Inosit 20 mg-°/o. 
Eine Versuchsreihe wurde unter Zugabe von Asparaginsaure und 
Glutaminsaure durchgefiihrt, die andere ohne diesen Zusatz. Beimpft 
wurde dieser Versuch, wie auch alle weiteren, mit einer Ose voll aus einer 


milchig triiben Suspension des Symbionten. 
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Abb.5 zeigt ein Teilergebnis der Versuchsreihe mit Aminosauren. Bei 
Aneurin- und bei Biotinmangel stellte der Pilz nach 14 Tagen das Wachs- 
tum ein, wahrend ein Fehlen der iibrigen Vitamine keinerlei Wirkung 

hatte. Die anfangliche Vermehrung ist 


o# — sicherlich auf Vitaminreserven der groBen 

Fy y Impfmenge zuriickzufiihren. 

‘ Das Wachstum in der Versuchs- 

G2 reihe ohne Aminosiéuren verlief wesent- 
lich anders. Erst nach 2 Wochen stiegen 

Gh die MeBwerte, jedoch vollig beziehungslos 
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iiber die Versuchsreihe verteilt, so dab 
selbst Parallelkulturen nicht vergleich- 
Abb. 5. Wachstum des Symbionten in bar waren. Erst nach 2 Monaten konnte 
hone (und ancuiatier ®) NBNe- dag gleiche Ergebnis abgelesen werden 
im kompletten Medium (3). (Siehe Text) wie in der anderen Reihe. Dieser Befund 

bestatigt die Feststellung, dab die 
Aminosauren in erster Linie eine Verkiirzung der lag-Phase bewirken, 
in der Folge zwar fordernd wirken, jedoch entbehrlich sind. Ohne Biotin 


und Aneurin vermag der Pilz nicht zu wachsen. 
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3. Die Verwertung verschiedener C-Quellen 


GRAEBNER (1954) hat als erster die Assimilation und Vergirung ver- 
schiedener C-Quellen durch den Sitodrepa-Symbionten untersucht. Da 
die in der Hefesystematik iibliche auxanographische Methode nach 
LoppEr (1934) wegen des auBerordentlich langsamen Wachstums des 
Pilzes nicht anwendbar war, verwendete er Schragréhrchen mit einem 
zuckerfreien Peptonnahrboden, auf den er jeweils eine der zu testenden 
Substanzen aufbrachte und die er nach einer Kontrollbebriitung zur 
Sicherung der Sterilitat mit Hefe aus einer Stammkultur beimpfte. 
Nach mehreren Wochen konnte er so Unterschiede im Wachstum fest- 
stellen und daraus auf die Verwertbarkeit der betreffenden C-Quellen 
schlieBen. 

Auf Grund der bei der Kultur der symbiontischen Hefe gemachten 
Erfahrungen erschien es zweckmiiger, im fliissigen Medium zu arbeiten. 
So gingen wir zunachst von der Hansen-Lésung aus, in der wir Glucose 
durch die zu testenden Zucker ersetzten, Die Auswertung erfolgte nephe- 
lometrisch. Es zeigte sich jedoch, daB das von uns benutzte Pepton (aus 
Casein, Merck) der Hefe ein zwar langsames, jedoch anhaltendes Wachs- 
tum gestattete, so daB keine eindeutigen Angaben méglich waren. 

Wir haben deshalb die von WickERMAH u. BurRTON (1948) empfoh- 
lene Methode iibernommen und fiihrten die Beimpfung in der oben be- 
schriebenen Weise durch. Auch wurden an Stelle des empfohlenen 
Vitamingemisches nur Aneurin, Biotin und Asparaginséure in den 
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angegebenen Konzentrationen zugesetzt. So lassen sich exakte Angaben 
tuber die Verwertung der gebotenen C- Quellen machen, da die Kontrollen 
schon nach wenigen Tagen ihr Wachstum einstellten. Die Ergebnisse 
dieser Versuche, die gut mit den Befunden Grarsners iibereinstimmen, 
werden bei der Beschreibung des Symbionten angefiihrt. 


Die Arbutinspaltung wurde nach den Vorschriften von LoppER u. 
KRrecEr-van Ris (1952) durchgefiihrt, wegen des auBerordentlich lang- 
samen Wachstums des Pilzes jedoch in den besser steril zu haltenden 
Schragréhrchen. Aus dem gleichen Grunde muBte die Beobachtung iiber 
mehrere Wochen hinaus erfolgen. (LopDER u. KrEGER-vAN Riv priifen 
am 2., 4. und 6. Tag.) Es zeigte sich, daf der Pilz nicht in der Lage ist, 
Arbutin zu spalten. 

Kine Vergarung von Glucose (LopDER u. KreGEer-van Ray 1952, in 
Durham-Réhrchen gepriift) konnte in Ubereinstimmung mit GRAEBNER 
nicht gefunden werden. 


4, Die Verwertung verschiedener N-Quellen 


GRAEBNER hat auch zuerst iiber die Assimilation verschiedener 
N- Quellen durch den Symbionten des Brotkafers berichtet. Er priifte das 
Wachstum mit Ammonsulfat, Kaliumnitrat, Harnstoff, Harnsaure, 
einigen Aminosaéuren, einem Aminosdiuregemisch sowie mit Pepton- 
praparaten verschiedener Herkunft durch den Vergleich des Wachstums 
auf synthetischem Nahrboden, der die entsprechenden Zusatze enthielt. 
Da er den Wirkstoffbedarf des zu testenden Organismus nicht kannte, 
war es erforderlich, auch diese Angaben zu tiberpriifen. 


Wir beschrankten uns auf die friiher in der Hefesystematik verwen- 
deten Substanzen Ammonsulfat, Kaliumnitrat, Harnstoff und Asparagin, 
die einer stickstofffreien Nahrlosung (Hansen-Lésung ohne Pepton, jedoch 
unter Zusatz von Biotin, Aneurin und Asparaginsaure) zugesetzt wurden. 
Als Kontrolle diente diese Lésung ohne N- Quelle. 

Es erwies sich, daB der Pilz Ammonsulfat, Kaliumnitrat und Aspa- 
ragin verwertet. Gegeniiber der Kontrolle, die langsames Wachstum 
zeigte (wohl auf die vielen stickstoffhaltigen Zusatze zuriickzufiihren), 
wirkte Harnstoff deutlich hemmend. Ein ahnliches Verhalten beob- 
achtete bereits GRAEBNER bei den von ihm untersuchten Cerambyciden- 
hefen. Jurzrrza (1959) sowie JuRzITzA, KUHLWEIN u. KREGER-VAN Rig 
(1960) konnten jedoch nachweisen, da diese Hemmwirkung auf das 
Fehlen von Vitaminen in GRAEBNERSs Nahrbéden zuriickzuftihren war 
und daB diese Stémme durchaus in der Lage sind, bei Anwesenheit der 
erforderlichen Vitamine diese Verbindung zu verwerten. Vielleicht ist die 
oben beobachtete Hemmwirkung ebenfalls auf das Fehlen eines noch 
unbekannten Wirkstoffes zuriickzufiihren. 
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Ein Vergleich mit GramBNers Tab.7 zeigt, daB unsere Befunde sich 
von denen dieses Autors nur darin unterscheiden, daf der hier vorliegende 
Stamm auch das Nitration verwerten kann. 


D. Die systematische Stellung des Symbionten 


Wie bereits erwahnt, beschrieb GRAEBNER (1954) den Symbionten von 
Sitodrepa panicea L. als Torulopsis buchnerii. Das Fehlen von Sporen- 
bildung und Pseudomycel weisen tatsichlich auf eine Einreihung des 
Pilzes in diesen Formgenus hin. Der Sprossungsmodus und die 
Anwesenheit eines nichtcarotinoiden roten Pigmentes (gepriift nach 
Mrak, Puarr u. MAcKINNEY 1949) lassen jedoch auf eine Verwandtschaft 
mit den T'aphrinaceae schlieBen. 

Diese Familie enthalt nur die Gattung Taphrina Fries. Alle bisher 
bekannten Arten dieser Gattung leben parasitisch auf Farnen und Angio- 
spermen, wo sie charakteristische Verunstaltungen wie Hexenbesen und 
Blattdeformationen hervorrufen. Eingehende Studien dieser Pilze ver- 
danken wir vor allem Mrx (u.a. 1949, 1953, 1954). 

Die Kultur der Taphrina-Arten gelingt ohne Schwierigkeiten, wenn 
man von den Ascosporen ausgeht (KLEBAHN 1923; Mrx 1924; WIEBEN 
1927 u.a.). Auf Nahrbéden und in Nahrlésungen verhalten sie sich wie 
Hefen und bilden rosa oder braunlich gefarbte Kolonien. Haufig zeigen 
sich Ansatze zu einer Ausbildung septierten Mycels. Auch die Kopulation 
von SproBconidien und die Bildung von ,,Suchfaiden‘‘ wurde beobachtet 
(WIEBEN 1927). 

Die Physiologie dieser Pilze ist noch nicht so bekannt, da sie, wie in 
der Hefesystematik, taxonomisch ausgewertet werden kénnte. Grund- 
legende Studien hieriiber verdanken wir wieder Mrx (1953, 1954), der 
verschiedene C- und N-Quellen auf ihre Verwertbarkeit fiir eine groBe 
Anzahl von Taphrina-Arten priifte. 

Ein Vergleich des Sitodrepa-Symbionten mit diesen Pilzen muB sich 
auf die Heranziehung der Kulturformen der Taphrina-Arten beschran- 
ken, weil der natiirliche Lebensraum dieser Formen zu verschieden ist. 
Leider versagt das wichtigste Kriterium fiir eine systematische Zuord- 
nung, die Sporenbildung. Jedoch ist die Annahme naheliegend, da einer 
der beiden ,,mating types‘‘ einer heterothallischen Form bei dem langen 
symbiontischen Leben verloren gegangen ist. Méglicherweise kénnte die 
Isolierung der Symbionten aus verschiedenen Populationen und an- 
schlieBende Kreuzungsversuche mit den erzielten Stémmen den ge- 
wiinschten Erfolg bringen, jedoch waren entsprechende Versuche mit 
zwolf Stimmen des Symbionten von Harpiuwm inquisitor L. (Cerambyci- 
dae) ohne Erfolg (Jurzirza, KiHLWEIN u. Kregur-van Riz 1960). 

Dagegen ist die Ahnlichkeit des Symbionten mit den Kulturformen 
von T'aphrina auffallend. Beiden gemeinsam ist die Anwesenheit eines 
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rotlichen, nicht carotinoiden Pigmentes, das die Kulturen vieler Taphrina- 
Arten sowie des Sitodrepa-Symbionten rétlich erscheinen laBt. Der 
Sprossungsmodus des Symbionten (spitztropfenformige Zellen, Spros- 
sung stets am spitzen Pol) zeigt ebenfalls eine gewisse Ahnlichkeit mit den 
Bildern sprossender T'aphrina-Conidien. 

Kine weitere, auffallende Ubereinstimmung zeigen die in Kulturen des 
Symbionten haufig zu beobachtenden, von GRAEBNER (1954) als ,,Ano- 
malien™ bezeichneten Ansitze zu Schlauch- bzw. Mycelbildung, die den 
von WIEBEN (1927, 8.158) 
abgebildeten —_,,gekeimten 
SproBconidien’’ von Ta- 
phrina deformans weitge- 
hend ahneln (Abb.6). 

Mrx (1953, 1954) priifte 
eine groBe Anzahl von 
Taphrina-Arten auf ihre 
Fahigkeit zur Assimilation 
verschiedener C- und N- Abb.6. a Gekeimte Sproficonidien von Taphrina deformans 
Quellen. Die Untersuchun- (nach Wrnpen 1927); b ,,Anomalien des Sitodrepa-Sym- 
gen erfolgten inueimem oll. bionten auf Glucose-Pepton-Agar (nach GRAEBNER 1954) 
synthetischen Medium unter 
Zusatz der zu testenden Verbindungen. Hine Versuchsreihe wurde stets 
mit Aneurin, eine Parallelreihe ohne dieses Vitamin durchgefiihrt. Nach 
unseren Erfahrungen ist jedoch die Beriicksichtigung des Vitamin- 
bedarfes der zu untersuchenden Organismen unerlaBlich. Nach der fiir 
den Sitodrepa-Symbionten angegebenen Methodik priiften wir drei uns 
vorliegende Taphrina-Arten (aus den Sammlungen des Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Baarn) und stellten fest, daB Taphrina nana 
Johanson vitaminautotroph ist, wahrend 7’. purpurascens Robinson 
Aneurin, 7’. deformans (Fuck.) Tul. Aneurin, Pyridoxin, Biotin, Nicotin- 
sdure, Pantothensaure und Folséure zum Wachstum bendotigt. 

Nach Mrx (1953) verwerten alle untersuchten T'aphrina-Arten 
Ammonium, Nitrat, Harnstoff, Asparagin und Pepton, wahrend der 
Symbiont von Sitodrepa panicea nicht in der Lage ist, mit Harnstoff als 
einziger N- Quelle zu wachsen. An Untersuchungen tiber die Vergarung 
von Zuckern ist uns nur die Arbeit von Mrx (1924) bekannt, der fest- 
stellte, daB Taphrina deformans nicht in der Lage ist, Glucose zu ver- 
garen. Dieser Befund gilt auch fiir die Sitodrepa-Hefe. Weiterhin stimmt 
der Symbiont hinsichtlich der Lactoseassimilation mit den Taphrina- 
Arten (Mrx 1954) iiberein, wahrend sich bei den anderen untersuchten 
C-Quellen gréBere Unterschiede zeigen. 

Eine Unterbringung des Symbionten von Sitodrepa panicea L. in 
der Gattung Taphrina Fries erscheint wegen des Fehlens von Sporen und 


a b 
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wegen der von den Vertretern dieser Gattung sehr verschiedenen Lebens- 
weise nicht angebracht. Andererseits zeigt der Pilz keinerlei Beziehungen 
zu den Arten der Gattung T'orulopsis Berlese (Mycotoruloideae), in die er 
von GRAEBNER (1954) gestellt wurde. Aus diesem Grunde schlagen wir 
die Aufstellung einer neuen Gattung Symbiotaphrina nov. gen. vor, mit 
dem Genotypus : Symbiotaphrina buchnerii (GRAEBNER 1954) nov. comb.., 
die als zweite Gattung der Taphrinaceae (Endoascales) zu betrachten ware : 


Symbiotaphrina nov. gen. 
Symbiotaphrina buchnerii (GRAEBNER 1954) nov. comb. 


Tsoliert aus den Mycetomen einer Imago von Sitodrepa panicea L., ist 
mit dem intracellularen Symbionten dieser Art identisch. Wachstum in 
Wiirze: Zellen tropfenformig, (2—6) « (5—8) uw, Sprossung stets am spit- 
zen Pol; keine SproBverbiande. Nach 1 Monat Ausbildung eines geringen 
Bodensatzes. Lésung wird nicht getriibt, keine Ring- oder Deckenbildung. 
Wachstum sehr langsam. 


Strichkultur auf Wiirzeagar: Nach 1 Monat rétlich, weich, Oberflaiche 
glatt, glanzend. 

Pseudomycelbildung: keine. 

Sporen: keine. 

Giarung: keine. 

C-Assimilation: 


Glucose + Ribose + 
Galaktose -- Rhamnose + (langsam) 
Saccharose = Athanol = 
Maltose + Erythrit + 
Lactose — Adonit — 
L-Sorbose + Dulcit + 
Cellobiose a Mannit + 
Melibiose _ Sorbit + 
Raffinose + Methyl-d-Glucosid + 
Melezitose Salicin — 
p-Xylose + Milchsaiure — 
L-Arabinose + Bernsteinsiure + 
p-Arabinose — Citronensiure fo 
N-Assimilation: 
Ammonsulfat = -- Harnstoff -- 
Kaliumnitrat = -++ Asparagin + 


Arbutinspaltung: keine 

Vitaminbedarf: Aneurin, Biotin 

Wachstum bei 37°C: keines 

Synonym: Torulopsis buchnerii Graebner 1954. 

Der Stamm wurde in die Sammlungen des Centraalbureau voor Schimmel- 
cultures in Baarn aufgenommen. 


KE. Diskussion der Ergebnisse 


Das wohl wichtigste Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen war, 
daf auch schlecht wachsende Symbionten mit normalen Kulturmethoden 
ziichtbar sind, was nach GRAEBNERs (1954) Feststellungen nicht ohne 
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weiteres zu erwarten war. Die Voraussetzung hierfiir ist allerdings eine 
eingehende Priifung der Ernaihrungsbedingungen und vor allem des 
Wuchsstoffbedarfes. Es bestatigte sich wieder, daB die Funktion eines 
Vitaminlieferanten keineswegs dessen Vitaminautotrophie zur Voraus- 
setzung hat. Hin Vergleich der vorliegenden Befunde mit denen von 
Pant u. FRAENKEL (1954) zeigt, da der Symbiont von Sitodrepa 
panicea L. nicht in der Lage ist, seinen Wirt mit Aneurin und Biotin zu 
beliefern, was bei der fehlenden Synthesefahigkeit fiir diese Substanzen 
auch ohne weiteres einleuchtet. 

Recht merkwiirdig ist auch die festgestellte Teilheterotrophie in 
bezug auf Asparagin- bzw. Glutaminsaéure. Da der Symbiont als Uber- 
gang aufgefaBt werden kann zwischen Formen, die ohne weiteres zu selb- 
standigem saprophytischem Wachstum befahigt sind, und solchen, deren 
Kultur nicht gelingt, kann diese Erscheinung vielleicht als ein Hinweis 
darauf gelten, wie durch die immer weitergehende Anpassung an das 
intracellulare Leben bei dem urspriinglich selbstandigen Organismus ver- 
schiedene Synthesewege, die fiir den Wirt uninteressant sind, allmahlich 
verlorengehen, bis der Symbiont schlieBlich vollig auf den Wirtsstoff- 
wechsel angewiesen ist und ohne diesen nicht mehr zu existieren vermag. 
Die vielfach vorliegende Vitaminheterotrophie gehért jedoch nicht in 
diesen Zusammenhang, da sie bei den entsprechenden Wildformen eben- 
falls recht verbreitet ist. 

Die Ahnlichkeit des Sitodrepa-Symbionten mit der Gattung T'aphrina 
kann Hinweise auf das Zustandekommen der Anobiidensymbiose geben. 
Die in dieser Gattung eingereihten Pilze sind durchweg pflanzenpatho- 
gene Formen. Wenn sie nun als Symbionten bei einem Vorratsschadling 
auftreten, so kann das so verstanden werden, daB die Vorfahren dieses 
Insekts, genau wie die meisten seiner Verwandten, ebenfalls Pflanzen- 
fresser waren und da somit die Symbiontenwahl wenigstens zum Teil 
als 6kologisches Problem zu betrachten ist. 


Zusammenfassung 
1. Die Isolierung des Symbionten von Sitodrepa panicea L. wird be- 
schrieben und die Identitat der erzielten Kulturen durch Re-infektion 
steriler Larven des Kafers nachgewiesen. 

2. Der Pilz erweist sich als biotin- und aneurinheterotroph, wahrend 
fiir Asparaginsaure oder Glutaminsiure eine Teilheterotrophie vorliegt. 
3. Die Verwertung verschiedener C- und N- Quellen wird gepriift. 

4. Der Pilz wird als Symbiotaphrina buchnerii (GRAEBNER 1954) nov. 
comb. beschrieben. 

Frau N. J. W. Krecer-van Ri, C.B.S., Gistafdeling, Delft, und Herrn 
Dr. G. A. pr Vaiss, C. B. 8. Baarn, sei fiir ihre Bemithungen und wertvollen Hin- 


weise bestens gedankt. 
Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschatt. 
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The capacity of antibiotic production, was demonstrated for various 
kinds of microorganisms. Streptomycetes are especially characterised by 
this ability. It is well known, too, that most of our classical antibiotics 
are of Streptomyces origin. 

It seemed to us as a very important and interesting biological 
problem, what the role and significance of these extremely active biolo- 
gical substances could be, in the metabolism of the producing Strepto- 
myces strains. A similar approach was tried by Sanay (1960), who 
compared various Streptomyces strains which produce antibiotics and 
which do not. 

Considering the data of the literature there are generally three 
views attempting to explain this question. KRassiLnrKov (1944) con- 
siders these substances as tools in the biological fight among various 
species evolved in the past history of the relevant microbe. According to 
WaksMAN and his school (1953), antibiotics are waste products of the 
microorganism which are produced by chance depending upon special 
circumstances. The third theory of Levrrov (1957) — concerning peni- 
cillin production — expresses biochemically detoxicating mechanism in 
the microorganism as the base of antibiotic production. 

In this paper we are trying to summarise our experiments which were 
performed to get informations about physiological and biochemical 
differences between Streptomycin producer Streptomyces griseus and 
streptomycin non producing mutants. 


Methods 


Strains. Str. griseus (No. LS-1) strain used in our experiments was an indus- 
trial strain, which served as standard for large scale streptomycin production in 
Hungary. This strain has got the code number in our laboratory 52—/, and will be 
designated accordingly. Other Streptomyces griseus strains originated from an inter- 
national collection of strains in Warsawa. They were Str. griseus A.T.C.C. No. 3463, 
3478, 3496, 10137, 10971 and were designated in our laboratory No. 173, 176, 177, 


186, 187. 
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The Str. griseus mutant strain which did not produce streptomycin has got the 
code number 48. 

Mutant strains were produced by the method of RozGNeER et al. (1954) with 
mustard nitrogen, at a concentration of 8 mg/ml spore suspension. To collect 
streptomycin non producing mutants from among the surviving individuals, 
individual colonies were scored after mustard nitrogen treatment by the method 
of SzaB6é and VAty1-Naey (1959). 

Culture media. Strains were cultivated on agar slopes at 27° C, containing 
medium of the following composition: soya-bean meal, 2°/,; glucose, 2°/); corn 
steep liquor, (refered to dry matter), 2°/,; NaCl, 0,3°/,; CaCO,, 0,2°/); agar-agar 2°/). 
The medium was prepared by tap-water, filtered and adjusted to px 7,5, autoclaved 
for 20 minutes at 1,5 Atm. Cultivation in liquid medium has taken place on a 
rotatory shaking machine, in media of the above composition or in synthetic medium 
at 220 rotation per minute, with 50 mm stroke distance. The composition of the 
medium was the same without agar-agar and was diluted with M/15 py 7,2 phos- 
phate buffer at equal volumes. The liquid synthetic medium consisted of: glycerol, 
3,5°/5; NaCl, 0,5°/); CaCl, 0,019/5; MgSO,, 0,03°/,; K,HPO,, 0,25°/,; ammonium 
lactate, 0,65°/,; sodium asparaginate 0,35°/,; made up to a volume of 1 liter tap- 
water and adjusted to py 7,2. We have applied the media proposed by WAKSMAN 
(1947) to determine cultural and physiological characteristics and ability of utiliza- 
tion of various carbon sources. Carbon sources were sterilized separately by Seitz 
filtration and were pipetted to medium No. 17 (according to WAKSMAN 1957). For 
standardizing the nomenclature of the description of the cultural and physiological 
behaviour, we accepted and applied in the Tables, the nomenclature proposed by 
LInDENBEIN (1952). The colour of our cultures are given according to the Table of 
colours of BoNDARCZEW (1954). 

Radioactivity of C' citrate was determined the following way: radio- 
active citrate was mixed to a mycelial suspension of Str. griseus 7—9 mg dry 
weight/ml in phosphate buffer having been washed three times at py 7,2. The 
mixture was incubated at 27°C. Samples were withdrawn at appropriate time 
intervals. The samples were spun out and 0,5—0,5 ml of the supernatant were 
pipetted into glass planchettes of 2 cm diameter. They were dried with an infrared 
lamp. Radioactivity was measured with a mica end window Geiger-Miiller tube 
in association with a “64” Utility Type: 1871 System K.F.K.T. scaler. 


Streptomycin determination: according to GRovk and RANDALL (1955). 


Phage sensitivity was determined according to the method of Lurra (cit. 
RAUTENSTEIN 1955). 


Citrate was determined by the method of Sarrran and DenstEprT (1948). 


O,-consumption was measured in Warburg vessels according to UMBREIT 
et al. (1945). 18-24-48 hours cultures were centrifuged, washed 3 times in phys. 
NaCl, and suspended in py 7,2 M/15 phosphate buffer. 

Ion exchange resin “‘Amberlite I.R.C. 50” was applied to concentrate anti- 
biotics from culture liquids, after n HCl treatment of the resin, in a tube of 10 mm 
diameter for chromatography. Streptomycin was identified in comparing to the 
activity of standard streptomycin preparation against streptomycin sensitive Bacillus 
subtilis A.T.C.C. 6633, and against a streptomycin resistant B. subtilis strain. 

Electron micrographs were prepared by touching the surface of the Strepto- 
myces culture with the grids and were examined directly. 


Chemicals: were of analytical grade. Mustard nitrogen was kindly sent by 
Ciba, as Dichloren. 


2-carboxyl C™ citrate was prepared by I. B&Khst in our laboratory. 
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Results 
Cultural and physiological characteristics 


We have conducted experiments with our original Str. griseus 
strain (No. 52-1) which produced streptomycin, to obtain mutants 
which do not produce streptomycin. We have found quite a lot of 
mutants, after mustard nitrogen treatment which produced more or less 
streptomycin than the parent strain. There were however very few 
strains which completely devoided antibiotic production. Out of 1387 
individual colonies 33 did not produce streptomycin but only two 
remained stable non producers being transferred several times. One of 
these mutants (No. 45) was investigated more deeply. It was demons- 
trated in shaking culture that it produced an antibiotic substance 
inhibitory against our B. subtilis test strain. This antibiotic — produced 
in very minute amount by the mutant strain (No. 45) — proved not to 
be streptomycin. We failed in concentrating it on cationic exchange 
resin ““Amberlite I. R. C. 50” and the liquor of the culture remained also 
active against streptomycin resistant B. subtilis after being treated with 
ion exchange resin. 

Transferring this mutant strain (No. 45) several times on agar slopes 
this strain remained stable not producing streptomycin. On the bases of 
these experiments we considered this mutant (No. 45) as stable non 
producer, which lost definitely its ability to produce streptomycin, and 
compared its characteristics to the parent strain. 

The cultural properties of both the parent Str. griseus and mutant 
strain derived from it were investigated (Table 1). 

On media suggested by WaxksMAN (1957) for the determination of 
Streptomyces species, our original parent strain (having the code number 
52-1) as well as the mutant strain (No. 45) showed the same cultural 
properties, on the following media: Czapek’s agar, glycerol-asparagine 
agar, gelatine, nutrient salt agar, peptone-gelatine agar, egg’s albumin, 
potato-glucose agar, yeast-peptone agar, yeast-glucose, oatmeal agar, 
carbon-nutrient medium with glucose, cellulose medium and finally on 
potato plug. 

On the following 7 media, however, we found marked differences in 
cultural characteristics between the two strains. Glucose-asparagine agar, 
Ca-malate agar, tyrosine agar, nutrient agar, meat peptone, starch agar, 
soil extract and lithmus-milk. Only clearcut differences were taken as 
significant, in evaluating these results. 


Ability of utilizing various carbon sources 


In further experiments we examined the growth characteristics of 
these strains on media containing 30 various carbohydrates including 
the components of the Krebs cycle, as sole sources, of carbon (Table 2). 
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Table 1. Cultural and Physiological Characteristics of Streptomyces griseus strains 
With Incubation 14 days at 27° C 


Amount and 


Amount and colour of aerial Colour of 
; nature of mycelium and vegetative 
Medium growth spores mycelium 
52—1 45 52—1 45 52—1 45 
1. Czapek’s @ ote @ White @ @ 
agar Effusus Sporula- 
tion d/3 
2. Glucose- +— ++ White Farinosus (a) ‘a) 
asparagine | Hffusus | Effusus | d/3 White d/3 
agar 
3. Glyeerol- +4+4+4+ | +4+4++4+ 
asparagine | Crusta- | Crusta- | Pulve- Pulveratus | Buff to | From 
agar ceus ceus ratus White honey olive to 
White yellow yellow 
d/3 P/3 B/7 
4. Ca-malate a sete 
agar Effusus | Effusus | None Pulveratus @ ia} 
White d/3 
5. Tyrosine- a a 
agar Effusus | Puncti- | None Pulveratus @ Terra- 
formis White d/3 cotta O/2 
6. Nutrient ae geereys 
agar meat-| Hffusus | Hffusus | None Pulveratus @ Wax- 
peptone White d/3 yellow 
K/6 
7. Plain- 
gelatine! 
= fea 
8. Nutrient ++ ete 
salt agar | Crusta- | Crusta- | None Farinosus @ Yellowish 
ceus ceus White d/3 G/6 
9, Peptone +++ ++++ 
gelatine! 
10. Starch Shel * 
agar Effusus | Effusus | None None or @ @ 
white (?) 
d/3 
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Table 1 (Continuation) 


Amount and. 


Medium Amount and colour of aerial Colour of 
nature of mycelium and vegetative 
growth spores mycelium 
52—1 45 Geel 45 52—1 45 
11. Ege- ze zs 
albumen Effusus | Effusus | None None @ @ 
12. Potato- , ++++ | +444 
glucose Crusta- | Effusus | Pulve- Pulveratus | Light Grey 
ceus ratus White d/3 | brown ZS/5 
Whited/3 D/4 
13. Yeast- Paes ae Es 
peptone Sulcatus | Crusta- | Pulwve- Pulveratus | Buff 0/6 | Dark 
agar ceus ratus White d/3 cream 
Whited/3 Z/3 
14. Yeats- ++ +++ 
glucose Effusus | Effusus | Pulve- Pulveratus @ @ 
agar ratus White d/3 
Whited/3 
15. Oatmeal +4+4++ ap sbck 
agar Liche- Crusta- | None None Pale Carmine 
noid ceus brownish | M/5 
b/5 
16. Soil oS +4+4++ 
extract Puncti- | Crusta- | None Light Grey Light 
formis ceus grey k/2 b/1 brown 
d/4 
17. Carbon | se apak ++ 
nutrition | Puncti- | Puncti- | Pulve- Pulveratus @ @ 
medium formis formis ratus White d/3 
Whited/3 
18. Cellulose @ oD 
medium 
19. Potato- eee aes | SPS ae 
plug Rugosus | Topha- | Pulve- i) 2) 
ceUus ratus 
Light 
grey n/7 
20. Lithmus 
milk? 


52-1 and 45: No diffusible pigment. 
1 52-1 and 45: Quick liquefaction. 
2 §2-1: Coagulation and peptonization Red; 45: Peptonization Red. 
18* 
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There were only two of the examined carbon sources which supported 
the growth of these strains definitely in a different way. Arabinose proved 
to be a suitable carbon source for the mutant strain, but the parent 


Table 2. Carbon utilization by Streptomyces griseus 


strains, from various carbon sources 


Carbon source 


Parent strain 


Mutant strain 


No. 52—1 No. 45 
Maltose Gparse se ++++ 
Saccharose @ at 
Lactose + ae 
Cellulose @ - 
Inulin @ He 
Dextrin +4+4+4+ eons ae 
Pectin ae eet ee 
Amylum sol. dese sk {Pua E ae 
Glycogen a) ef 
D-ribose eae ys 
Rhamnose gw pis 
Sorbose @ = 
Arabinose @ ares 
Xylose +b ak 
p-fructose Hei Bt 
Galactose + cera © 
Dextrose eile mone 
Arabitol aa ee A. 
Mannitol gene asians 
Inositol ial ue 
Mannose eer a 
Glycerol ieee ete 
Acetate + a) 
Citrate Fa a 
Tartrate @ he 
Formate ae +. 
Fumarate a cca 
a-Ketoglutarate ++ ee 
Oxalacetate a) Sw 
Succinate 4.4 aera 


Str. griseus strain was 
not able to grow on 
synthetic medium con- 
taining arabinose. Ci- 
trate yielded an ab- 
undant growth for the 
parent strain, — but 
mutant strain No. 45 
showed slight or no 
growth on citrate con- 
taining media. 

The possibility of dif- 
ferences in permeability 
or a difference in the 
capability to utilize 
citrate was examined 
by experiments in War- 
burg apparatus using 
citrate (0.12°/,) and 
a-ketoglutarate (0.12°/)) 
as substrates (Fig. 1 and 
Fig.2). It was shown in 
these experiments that 
both of the parent and 
mutant strains are able 
to utilize citrate by in- 
creasing the consump- 
tion of O,. There was, 
however, difference be- 
tween the two kinds of 
strains. The — strepto- 
mycin producer strain 
(52-1) began to use 
citrate and «-ketogluta- 
rate after elapsing a lag 


periode of 80—120 minutes. No such lag was observed in the case of 
our streptomycin non producer mutant strain (No. 45). It is to be 
mentioned that the mycelia of the mutant strain showed this regularity 
of O, consumption only in its very early stage of development i. e. up 
to 18—24 hours of cultivation. With older mycelia the endogenous O, 


02 consumption jul 
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consumption as well as the ability to attack citrate decreased very rapidly. 
On the contrary, the parent strain did not show such a phenomenon. 
48 or 72 hours old mycelia and even older had normal O, consumption. 


Table 3. Citrate consumption of Strepto- 
myces griseus strains 


Strain No. 
Time in bate 45 
hours Activity count/min. 
(Corrected values) 
0 508 280,5 
3 294 WS 
6 46,5 56 


3,5 ml washed suspension of the 48 hours 

; 2 r ay: mycelia (6—8mg dry weight/ml), in 

: ; : M/15 px 7,2 phosphate buffer was added 
Fig.1. Str. griseus mutant strain No. 45 16 hours to O.5iml 1.00% C14 cirat lott 

culture, grown in soya-bean medium with 1°/, © 2 %, /o 5 a Tees stom! non 

(NH,).80,. Mycelia 6—8 mg dry weight/ml were 9,1—0,1 ml suspension was pipetted into 

washed three times with saline. Suspended in planchettes. Radioactivity determined 


phophate buffer M/15 pu 7.2. 0.5 ml 1°/, citrate . . . 
was added from the side arm at zero time. Str. according to as described in Methods. 


griseus strain No. 52—I1 was applied similarly 


except at 24 hours of cultivation. 62—1; 
-—-—-45 H 
8 == 
200 Wa 
- cas I 
160. £ oF a * 
s& —-> 
5 eel 
8 = 
nN 
oS 60. SN is 
S cr eX 
a IR em 
40 ee x 
eyo alee, 
x> SS 
pe is =| 
en Y8 72 96 hrs 120 
Fig. 2 Fig. 3 


Fig.2. Str. griseus mutant strain No. 45 16 hours culture, grown in soya-bean medium with 1°/, 
(NH,).80,. Mycelia 6—8 mg dry weight/ml were washed three times with saline. Suspended in phos- 
phate buffer M/15 pu 7.2. 0.5 ml 1°/, «-ketoglutarate was added from the side arm at zero time. 


Str. griseus No. 52—1 was applied as with Fig. 1. §62—1;:—-—: 45 H 
Fig. 3. Mycelia for dry weight determinations were taken from four parallel cultures, and the value 
of their average was plotted. b2—1; -—-—:- 45H 


To confirm these results obtained in Warburg apparatus we followed 
the continuous decrease of citrate by using a chemical method. These 
experiments as well as the estimations with isotopic citrate (2-carboxyl 
C4) were in good accordance with the results obtained in Warburg 
experiments (Table 3). It seemed that both strains were permeable for 
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citrate but only the parent strain could build up all its cell constituents 
and develop normally on citrate containing media. 


Micromorphology 


The morphological feature of the parent strain producing strepto- 
mycin in shaking cultures in liquid (synthetic) media showed the well 


b 


Kig.4. a shows spherical clumps, from S¢r, griseus mutant strain No. 45. 96 hours shaken culture in 
soya medium. Native preparation x 168; b Parts from a spherical clump fixed and stained for cell 
wall x 2700 
known characteristics of Streptomyces griseus. The germinating spores 
grew into elongated slender hyphae which do not often branch off in the 
early phases of development. In the later phases of growth, however, 
the hyphae became more branched and it developed a very fine net-work 
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of mycelia with an extremely loose structure. It is also characteristic of 
this strain that the dry weight of the mycelia in the culture media 
shows a continuous increase for 72 hours or even for a longer period of 
time (Fig. 3). 

The streptomycin non producing mutant strain, however, ran their 
whole life cycle in 24 hours of incubation. On the contrary to the parent 
strain the germinating spores of the 
mutants produce short massive 
hyphae with an expressed tendency 
of very early branching. 

The next phase of this develop- 
ment of the mutant strain consists of 


{ 


Fig.5. Electron micrograph of Str. griseus Fig.6. Electron micrograph of Str. griseus 
(No. 52—1) spores (No. 45) spores 


producing mycelial clumps. They are spherical bodies with a central 
part of homogenous structure apparently lacking hyphae. However, with 
fixation or staining considerable number of sporophores and spores could 
be noticed embedded in the homogenous spherical body (Fig.4a and b). 

Dry weight determinations in such cultures showed no increase after 
24 hours of cultivation (Fig.3). These results were obtained by culti- 
vating the mutants in synthetic media, but just the same features of the 
growth were observed in more complex organic media, too. We could 
not bring about essential change in the growth properties of the mutant 
strains by changing the carbon and nitrogen ratio in the culture media. 

Both parent and mutant strains have straight aerial hyphae, but 
comparing the shape of the spores we have found expressed. difference 
between them. The electron micrographs revealed that the spores of the 
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Table 4. Cultural and Physiological Characteristics of Streptomyces griseus strains 
With Incubation 14 days at 27° C 


Amount and Amount and colour Colour of 
nature of of aerial mycelium vegetative 
Medium growth and spores mycelium 
187 176 187 187 176 
1.Czapek’s +++ +4+4++4+ 
agar Puncti- | Puncti- | Farinosus | Lanatus @ D 
formis formis White- Light 
grey v/3 yellow O/4 
2.Glucose- +++ 
asparagine] Puncti- (a) Non D Light D 
agar formis sporula- yellow 
ting K/3 
3. Glycerol- +++ {eae 
asparagine] Crusta- | Rugosus | Non Non Yellow Buff k/1 
agar ceus sporula- sporula- 1/2 
ting ting 
4.Ca-malate + = 
agar Puncti- | Pulvi- Non Non Seanty | Light 
formis natus sporula- sporula- white brown 
ting ting d/1 1/7 
5. Tyrosine- + 
agar Rugosus | Puncti- | Non Non Dark Dark 
formis sporula- sporula- brown brown 
ting ting 0/7 0/7 
6. Nutrient- +} +} singe’: 
agar Pustu- Puncti- | Non Farinosus | Yellow | Light 
meat- latus formis sporula- White d/3 | 1/2 b/6 
peptone ting 
7. Plain- @ @ ia) @ @ @ 
gelatine 
8.Nutrient | ++++ | ++++ 
salt agar | Crusta- | Crusta- | Non Farinosus | Yellow | Light 
cous ceus sporula- White d/3 | d/2 buff b/6 
ting 
9. Peptone + @ 
gelatine! 
10. Starch +} ea 
agar Pustu- Lffusus | Farinosus | Pulveratus | Buff 0/6 | Yellow 
latus Scanty Light £/6 
white 1/1 | buff b/6 
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Table 4 (Continuation) 


Amount and 


Amount and colour of aerial Colour of 
nature! or mycelium and vegetative 
Medium growth spores mycelium 
cs Se a 
11. Egg- + +++ 
albumen | Puncti- | Puncti- | Pulve- Farinosus | Tera- Buff 2/5 
agar formis formis ratus Buff 2/5 cotte 
Light p/4 
brown 0/4 
12. Potato- ae oe =F 
glucose Rugosus | Rugosus | Farinosus | Non Yellow- | Buff 2/5 
agar one iso- | White d/3 | sporula- ish 
lated ting brown 
colony f/2 
13. Yeast- de ace sede ae 
peptone | Crusta- | Puncti- | Non Farinosus | Light Light 
agar ceus formis sporula- White- brown buff k/3 
ting grey v/3 d/4 
14.Yeast- ++ peas 
glucose Pustu- Pustu- Farinosus | Farinosus | Buff 0/6 | Buff 0/6 
agar latus latus Buff k/3 White d/3 
15.Oatmeal | ++++ dea 
agar Crusta- | Puncti- | Farinosus | Farinosus | Dark Buff 0/6 
ceus formis White- White- buff 0/6 
grey d/1 grey d/1 
16. Soil +++ +E 
extract Puncti- | Pustu- Non Farinosus | Yellow- | Yellow 
formis latus sporula- White d/3 | ish p/3 
ting brown f/2 
17. Carbon ssh Be ae 
nutrition | Puncti- | Pustu- | Farinosus | Non Light Brownish 
medium | formis latus Greyish sporula- buff n/5 | buff 2/6 
buff m/2 ting 
18. Cellulose a) © © (a) @ @ 
medium 
19. Potato- so dede tee : 
plug Topha- | Crusta- | Farinosus | Farinosus | Light White 
ceus ceus Light White d/3 | buff b/6 | d/3 
buff b/6 
20. Lithmus + ae 
milk? Red Red 


187, 176: No. diffusible pigment. 
1 187, 176: Liquefaction. — ? 187, 176: Peptonization. 
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parent strain were of cylindrical shape and that of the mutants were 
oval (Fig.5, Fig.6). 
Phage sensitivity 
There was found no difference between the sensitivity of these 
strains towards a specific Str. griseus phage. 


Comparison of other standard Streptomyces griseus strains 


In further experiments we wanted to determine whether these 
regularities which we have found with a Str. griseus parent and one of 
its mutant descendant could be generalized for other Str. griseus strains, 
too. From among 19 Str. griseus strains we have selected two which did 
not produce streptomycin, and compared their cultural-physiological 
characteristics, ability of utilizing citrate and micromorphology. 

Our results about the cultural and physiological characteristics of 
these strains are summed up in Table 4. It was revealed that the strains 


‘Table 5. Streptomyces griseus strains differing from streptomycin producer in utilizing 
carbon sources 


Strains, do not produce 
streptomycin 


Streptomycin 


Carbon source producer strain 


| 52—1 
Arabinose +++ a at +++ @ 
Rhamnose +(?) | ea S55! o 
Sodiumacetate @ a gee ft 
Sodiumcitrate ok + ++ +++ 
Sodium-«-ketoglutarate ++ @ a) ++ 
Tnulin f @ ro} So 
Dextrine ++++ saan 4-4 4. 441m 
Saccharose i a} + (2) o 
Pectin +++ + a) | a ++++ 
Lactose =|. ares oat es 


which did not produce streptomycin were identical neither with each 
other nor with the strain which produced streptomycin. Only the capa- 
bility to grow on arabinose containing synthetic media was found by 
each of the strains which did not produce streptomycin (Table 5). 

An outstanding identity of micromorphology in submerged culture 
between two strains which did not produce streptomycin was found. 
Our mutant strain No. 45 and the strain No.: 176 (from a foreign strain 
collection) behaved perfectly identically, producing short life cycle and 
those characteristic clumps. 

Discussion 

In these experiments we have found differences between a strepto- 
mycin producing and a streptomycin not producing Str. griseus strain. 
‘There was, however, no such difference which could be correlated to 
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streptomycin production. In examining the differences we have found 
in one of the mutants which did not produce streptomycin, the same 
characteristics were not found in the other two Str. griseus strains which 
also did not produce streptomycin. 

It is to be noted that the other two strains (No. 176 and No. 187) 
which did not produce streptomycin have not been examined yet by 
concentrating their fermentation liquid on ionic exchange resins. The 
possibility still remained that some traces of streptomycin were pro- 
duced. Neither could we find identity between strains which did not 
produce streptomycin, comparing their cultural-physiological behaviour. 
The inability to grow on citrate containing media was only an individual 
characteristic of one single Str. griseus (No. 45) strain. In spite of this 
it is very probable that all of them have got intact, Krebs cycle which 
was also indicated in experiments of others (GiLmMouR et al. 1955; INouE 
1958). 

The micromorphology of strains No. 52-/ and 45 differred from each 
other. The spores of Str. griseus strain No. 52-1 grown on solid media 
were of cylindrical, barrel-shaped, spores of mutant strain No. 45 were 
oval. Oval spores — however — were produced also by another Strepto- 
myces strain which did produce streptomycin. (Strain No. 177.) 

We have found but one common characteristic among all three 
strains which did not produce streptomycin. These strains have a short 
life cycle in submerged cultures. The spores germinate the usual way 
but hyphae soon produce many side branches. In two strains (45 and 
176) these branched mycelia adhered together into dense clumps; one 
of the strains (No. 187) fragmented also quickly but did not produce 
clumps. 

By examining the clumps it was revealed that they consisted of 
spores and nonfragmented mycelia embedded into a homogenous 
substance, probably of polysaccharide nature (unpublished results). 


The short development of the mycelia of strains which did not pro- 
duce streptomycin might mean a different cell wall synthesis, or it might 
be possible also that streptomycin producing strains with long filamen- 
tous growth indicated a disturbed process of differentiation. Strains 
which did not produce streptomycin differentiated more quickly into 
reproductive units. 

The hypothesis that filamentous growth of strains which produced 
streptomycin was a consequence of the presence of streptomycin did not 
prove to be valid. Neither streptomycin in various concentrations, nor 
fermentation liquid from strain No. 52-1 were able to induce strain 
No. 45 to behave like the strains which produce streptomycin and avoid 
clump-formation. 
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The short life cycle may be advantageous in selection, in nature. 
The production of vegetative mycelia for a longer period would then be 
more unnatural. Descriptions of the development of Streptomyces strains 
in soil showed also short life cycles. 


Summary 

Streptomyces griseus strains which produce streptomycin and which 
do not were compared by their cultural-physiological behaviour, their 
capacity of utilizing citrate, micromorphology and phage sensitivity. 

No correlation is found between any of the examined characteristics 
and capacity to produce streptomycin. 

There is one common characteristic among all three strains which 
do not produce streptomycin i. e., they have a short life cycle in sub- 
merged culture. 
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Observations on Chytridiaceous Parasites of Phanerogams 
XII. Further Studies of Physoderma Claytonianum var. Sparrowii* 
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With 18 Figures in the Text 
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Claytonia virginica L., or “Spring Beauty” is one of the most striking 
elements of the spring flora of Eastern North America. This colorful 
member of the Portulacaceae makes a spectacular display in wide areas 
of our woodlots by its gregarious habit of growth. Fortunately, its re- 
corded fungus enemies are few, SEYMouR’s host index (1929) for example, 
listing only two, Puccinia mariae-wilsoni G.M.Clinton, and Peronospora 
claytoniae Farlow. In recent years, however, at least two other parasites 
have been found on it, namely, Physoderma claytonianum} H.C. Greene 
(1944), and Polymyxa graminis Ledingham (Sparrow 1947). The former 
organism is one of a number of phycomycetous fungi which belongs to a 
genus of the Chytridiales which are all obligate parasites of vascular 
plants. 

It has been known for nearly three-quarters of a century that some 
members of Physoderma produce two radically different types of thalli in 
the course of their development. One, which manifests itself macroscopi- 
cally at maturity by causing streaks, pustules, etc., on the affected host 
part, is endobiotic, extensive, polycentric and bears the dark-colored 
resting spores by which the fungus overwinters. The other, entirely 
independent thallus, is not visible macroscopically, is epibiotic and is 
composed of a sessile sporangium and a very limited, bushy, rhizoidal 
system which is confined to a single host cell. It has been suggested 
(Sparrow 1940) that this phase is gametangial in nature and is an intre- 
gal part of a heteromorphic life cycle. In two instances fusion of its 
swarmers has been seen (SPARROW 1957; LinGappa 1959). 

In an earlier paper the senior author (1947) published an account of the 
external manifestations of Physoderma claytonianum on its host, as well 
as some morphological data on its endobiotic system and statistics on its 
resting spore size. These data were based upon material collected from 
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the vicinity of Ann Arbor, Mich., and Amherstburg, Ontario. Since then, 
SavitE and ParRMELEE (1956) have reported P. claytonianum from 
several sites in Quebec and Ontario and have pointed out that the 
Michigan and Ontario fungi bear consistently larger resting spores than 
the type material from Wisconsin and their own from Quebec. Hence, 
they have segregated our fungus as P. claytonianum var. sparrowii 
Savile and Parmelee. It has been suggested by Karurne (1956) that the 
Physoderma collected by K. H. McKnicur on Oreobroma pygmaea (A. 
Gray) Howell (not Claytonia megarrhiza Parry as stated in KARLIN@, /.c.) 
is allied by its spore size to P. claytonianum. Subsequently, McKNIcHT 
and Mumrorp (1958) have declared that this same fungus most closely 
approximates var. sparrowii. They further report P. claytonianum var. 
claytonianum on C. lanceolatum and also refer to this variety a Physo- 
derma found on Erocallis triphylla (S. Wats.) Rydb. These authors give 
careful descriptions of the symptoms caused by their fungi on the three 
portulacaceous hosts and the ranges of spore sizes. No resting spores were 
germinated although McKnicur and MumForp were fairly certain from 
the appearance of these structures on C. lanceolatum that in this process 
a lid would be dehisced. 

Efforts had been made since the finding of the Physoderma by the 
senior author in 1946 on Claytonia virginica in the vicinity of Ann Arbor 
to follow completely germination of its resting spores. This process as 
well as the fate of the resultant swarmers had not been seen by any of the 
aforementioned investigators. It was also hoped that something could be 
learned of the nature of the epibiotic stage, which we had every expec- 
tation would be formed. Successful germination of the resting spores was 
for one reason or another thwarted until the spring of 1961. 

The previous year we had collected (May 25, June 1) a fair amount of yellowed, 
infected host plants and had buried them in perforated plastic dishes at the site. 
In October, 1960, some were brought into laboratory and tested for germination on 
the chance that autumnal infection of the hosts (already sprouted from their corms) 
occured. The spores appeared mature and in good condition but could not be 
induced to germinate. In February, 1961, others were similarly tested and at this 
time a very few germinated in charcoal water. Because of unseasonably warm 
weather (March 3, 4—14.5°C; March 4, 1.5—12°C) and prolonged rains, the remain- 
der was dug up on March 4 and brought into the laboratory. Here a portion was 
immediately frozen and the residue placed in a cold room at 5°C. An examination of 
both lots 2 days later indicated spore germination had taken place and it seemed 
safe to assume, at least with the frozen ones that this process had started out in the 
field. The frozen spores were maintained in that condition whereas those originally 
stored at 5°C were used in part at once for germination studies and the remainder 
stored at 2—3°C, which inhibited this process. 

In resting spore germination the sequence of changes was essentially 
like that observed in other species, particularly in the Physoderma on 
Agropyron repens recently reported by us (1961). It will for this reason 
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only briefly be reviewed here. The fully mature spore is very broadly 
ellipsoidal (Fig. 1) and in some views is seen to be flattened on one face. 
The outer wall (epispore) is 21/,—3 yw thick and a clear brown. Within the 
pigmented epispore there is a discrete, thin, colorless endospore. The 
contents are disposed in the same manner as in all other species of the 
genus seen by us, namely, there is a large central vacuole surrounded by 
a varying number of rows of refringent globules (Fig. 1). The onset of ger- 
mination is usually signalled by the circumscissle dehiscence of a broad. 
cap of epispore from the less convex surface. We did observe instances, 
however, in which dehiscence was delayed. Coincident with cap formation 
the central vacuole becomes more uneven in its contour and smaller 
(Fig.2). As germination proceeds the refractive material of the contents 
becomes aggregated into large and small, irregularly-shaped, clod-like 
bodies. At this time, too, the endosporangium whose wall is continuous. 
with that of the endospore begins to protrude from the resting spore 
body (Fig.3). This stage is superceded by one in which the contents. 
steadily become more homogeneous and a broad papilla forms at the 
apex or side of the endosporangium (Fig.4). Somewhat later there begins. 
successively to appear in the contents spherical shells of small, highly 
refractive globules (Fig.5). This marks the appearance of the characte- 
ristic ‘ring stage’ which we have found to be present in the development 
of all swarmers in this genus. These shells of refractive bodies are equi- 
distant in the contents and are slightly larger than the globules of the 
maturing zoospores (Fig.6). The last-named globules are evidently 
formed by a fusion of the material of the shells and that of the proto- 
plasmic granules, for during zoospore maturation the contents of the 
endosporangium become clear (Fig.7-9). Cleavage of the protoplasm into- 
zoospores cannot be detected in the living endosporangium. At full 
maturity they are liberated upon the swelling and deliquescence of the 
broad discharge papilla. The first-emerged zoospores are carried out en 
masse and then assume individual motility. The remainder emerge by 
their own flagellar activity (Fig.10 and 11). They are at first spherical, 
and are 5 w in diameter, with an eccentric colorless globule and posterior 
flagellum. Upon assuming motility they become more ovoid. 

As indicated earlier, it was presumed that, like other species of 
Physoderma, studied by us, the resting spore zoospores after a period of 
motility would settle down on the surface of the host, penetrate it, and 
the epibiotic portion develop into an “‘ephemeral”’ or “‘epibiotic’”’ sporan- 
gium. Accordingly, to observe these events shallow watch glasses con- 
taining charcoal water and resting spore zoospores were set up. Into: 
these were put young plants of Claytonia, for the most part with their 
corms attached, and the whole placed within a damp chamber. Forty- 
eight hours after exposure to these conditions, a time sufficient for 
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ephemeral sporangial development in other species, the host plants were 
found free of such structures.Within another 24 hours primary and even 
secondary turbinate organs belonging to the endobiotic stage were 
observed (Fig. 13 and 14). Four days after original exposure of the host to 


Fig. 1—11. Stages in the germination of the resting spores of Physoderma claytonianum var. sparrowii. 
Fig.1 is the spore prior to germination showing typical disposition of contents. In Fig.2 the vacuole 
is disappearing and a lid is dehisced. Fig. 3 shows the large and small granular stage which is followed 
by a phase of more homogeneous contents, as in Fig. 4. The beginning of the ‘ring stage’’ is seen in 
Fig.5 as is also the broad discharge papilla on the endosporangium. Fig.6 shows a late ring stage by 
which time all the hollow spheres of globules have formed and the protoplasm is clearing. In Fig. 7—9 
the globules of the zoospores have been formed and the endosporangium is about to discharge. Fig. 10 
shows a final stage in the discharge of the zoospores through a broad pore formed upon the deli- 
quescence of the papilla, In Fig.11 this pore is well seen in an empty sporangium. Fig. 12 is a nearly 
mature resting spore found on 9 day old endobiotie thalli. x 825 


Fig.13—18. Various stages in development of endobiotic system in young plants of Claytonia after 

exposure to resting spore zoospores. Fig. 13 indicates primary turbinate organs and Fig.14 secondary 

turbinate organs found in plants 3 days after exposure. Fig.15 shows thalli 4 days, and Fig. 16, 

five days after exposure. Spherical, young resting spores are seen in Fig.17, 18, eight days after 
exposure to resting spore zoospores. 825 


Fig. 1—12 


swimming resting spore zoospores numerous, well-developed, polycentric 
endobiotic systems of the parasite were detected within the young 


Observations on Chytridiaceous Parasites of Phanerogams 


Fig. 13—18 
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Claytonia plants (Fig.15 and 16). The speed with which these were 
established further strengthened the observational evidence that an 
ephemeral, epibiotic stage was completely lacking. 

8 days after host plants had been exposed to resting spore zoospores, 
developing rudiments of resting spores were found. These were produced 
as in most, if not all, true species of Physoderma, singly, at the tips of 
short, lateral outgrowths of turbinate organs (Fig.17 and 18). The latter 
were spherical, ovoid or oblong, 1—3-celled, 12—20-6—8 yw, and fre- 
quently were formed in clusters which tended sometimes to obscure their 
relationship to the developing resting spores (Fig. 17). Nine days after ori- 
ginal exposure of the hosts, numerous pale, amber-colored, nearly mature 
resting spores were observed (Fig.12). During the succeeding two days 
these became fully mature; that is, 11 days after original contact of 
fungus and host. This sequence of development was confirmed in six 
instances. 

One further observation concerning the endobiotic system might be 
included. It was repeatedly noticed that there was a distinct tendency 
for the fungus to establish such systems within the upper, anthocyanin- 
pigmented parts of the leaf petioles as contrasted with the lower, colorless 
portions. Whether this is a nutritional relationship or is due to other 
factors, light, for example, awaits investigation. 


Discussion 

Several features of general biological interest are presented by the 
parasite of Claytonia. Foremost, is the lack in our material of any 
evidence for an epibiotic, ephemeral sporangial stage. Since, however, it 
has been shown by us in the Physoderma on Agropyron repens (1961) 
that the resting spore zoospore may give rise either to the endobiotic 
system or to the ephemeral sporangium, it is possible that the latter may 
under certain conditions be produced by the Claytonia parasite. 

Spring Beauty, like many components of the Eastern North American 
vernal flora has a relatively short life in the vegetative and flowering 
stages, probably no more than 2—3 months in the vicinity of Ann 
Abor. It is one of the first of the spring flora to emerge, and as early as the 
last week in February or first week in March may be found above ground. 
The host is, therefore, subjected to a great range of early Spring tem- 
peratures involving alternate freezing and thawing conditions. The low 
temperatures at which the resting spores germinate probably enable the 
fungus to take advantage of temporary periods of thawing during which 
the zoospores accomplish infection. Elimination of the ephemeral sporan- 
gial stage might at first be considered an adaptation for quick establish- 
ment of the endobiotic system during short periods of favorable weather. 
Inasmuch as the aforementioned parasite of Agropyron repens, a summer 
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grass, could also omit this same stage and proceed directly to the endo- 
biotic system there seems little support for this idea. 

A final observation might be made which is concerned with the endo- 
biotic system. From a study of this and many other species of Physo- 
derma it seems to us that the main function of the extensive rhizoidal 
system within the host is not nutritional but distributional. That is, this 
system of delicate rhizoids with its occasional turbinate organs wanders 
from cell to cell invading new areas of host tissue. The few-celled, 
nucleated turbinate organs left behind act as centers of resting spore for- 
mation, for it is from these that the resting spores have their origin. The 
contents and presumably the nuclei of a cell of a turbinate organ pass out 
to the enlarging bud, the actual rudiment, after which the empty segment 
usually collapses. The enormous increase in size subsequently undergone 
by these rudiments, a number of which may be associated with a single 
thallus and in a single cell, makes it seem unlikely that they are being 
nurtured solely by their delicate rhizoidal system. Rather, it is more 
reasonable to believe that each resting spore rudiment is, in fact, function- 
ing as a holocarpic chytrid and absorbing food over its entire surface. 
This action probably continues until such time as when the pigmented, 
rigid wall makes its appearance and final maturation of the resting spore 
is initiated. According to this viewpoint the chief function of the rhizoidal 
system is to get the precursors of the resting spores to favorable areas of 
host tissue. 


Summary 

Resting spores of the chytrid parasite of Claytonia virginica or 
“Spring Beauty’, Physoderma claytonianum var. sparrowti, were over- 
wintered in plastic containers buried at the site of collection near Ann 
Arbor, Mich., USA. Germination took place in the field in early March. 
The process was followed in the laboratory and involved dehiscence of an 
operculum, protrusion of an endosporangium, zoospore formation and. 
discharge. Resting spore zoospores were repeatedly placed in contact 
with young Claytonia plants but there was no evidence that they ever 
developed into epibiotic, “ephemeral” sporangia. Rather, in all instances 
within 36 hours the endobiotic, polycentric thallus was established 
inside the host. Both observational evidence and the speed with which 
the endobiotic thallus first appeared pointed to the complete lack of an 
epibiotic stage in our material. 
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Uber den Feinbau von Chromosomen I. 
Zur Cytologie von Escherichia coli 


A. Elektronenoptische Befunde 


Von 
FRIEDRICH- WILHELM SCHLOTE 


Mit 13 Textabbildungen in 30 Einzeldarstellungen 
(Hingegangen am 18. Mai 1961) 


Bei der Ubertragung der Erbanlagen von hoher differenzierten Or- 
ganismen wie von Bakterien und Viren spielen Desoxyribonucleoproteide, 
Ribonucleoproteide und wohl auch reine Desoxyribonucleinsaure 
(HERSHEY u. CHASE 1952) eine entscheidende Rolle. Es ist deshalb seit 
langem ein Wunsch der Cytologen, den Formwechsel dieser Makromole- 
kile bei Selbstvermehrung, Mitose, Meiose und Vireninfektion mit opti- 
schen Mitteln zu verfolgen und zu beschreiben. Dem stehen nach wie vor 
betrachtliche Schwierigkeiten entgegen. 

Ein diploider Interphasekern aus der Leber eines Rindes oder einer 
Ratte enthalt 6 - 10-12 g DNS (LEvucHTENBERGER et al. 1953). Legt man 
das DNS-Modell von Watson u. Crick (1953), Crick et al. (1953) und 
Crick (1957) zugrunde, nimmt man je Nucleotidpaar ein mittleres 
Molekulargewicht von 617 g/Mol und eine Lange von 0,34 my in Faden- 
langsrichtung an, dann erhalt man eine Gesamtfadenlange von 2 - 10° u 
je Zellkern. Das waren 2 m. Der Zellkern mége einen Durchmesser von 6 yu 
haben. In rund 100 uw? Kernvolumen waren dann 2 - 10° ~ DNS-Faden 
enthalten, je w? mithin 2-104 Faden oder je Diinnschnitt von 1-1 u 
Kantenlange und 0,05 uw Dicke immer noch 10? 4 Faden. Bei einem Faden- 
durchmesser von 2,5mu (Nukleoproteid) wiirde die Projektion des 
Fadens auf die Diinnschnittebene eine Flache von 2,5 uw? einnehmen. 
Das ware gut das Doppelte der untersuchten Schnittflache. Selbst wenn 
der Faden als einfach aufgewundene, eng gewickelte Schraube vorlage, 


1 
so betriige seine Projektion auf die Schnittebene immer noch 2,5 - —- ie 


oder rund 809/, der Schnittflache. Da sich in fast allen Kernen gréBere 
Mengen von Heterochromatin finden, muB die Fadendichte im Dinn- 
schnitt streuen und in nicht heterochromatischen Bereichen kleiner sein. 

Auf vielen Elektronenbildern von Diinnschnitten durch Interphase- 
kerne erkennt man im Caryoplasma eine feinfadige Substanz, deren 
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Packungsgrad indessen die hier errechneten Werte eher noch tibersteigt. 
Das iiberrascht nicht, da sehr viele Zellkerne auBer DNS und Histonen 
noch betrachtliche Mengen an RNS sowie andere Eiweife (CASPERSSON 
1940a,b) enthalten. Aber auch Elektronenbilder von kondensierten 
Chromosomen wie Pachytaénchromosomen (Moszs 1958; PoRTER 1958, 
1960; Fawcerr 1956; DE Ropertis 1956; KavFMANN et al. 1960; Ris 
1956—1959), Polytanchromosomen von Dipteren (BEERMANN u. BAaHR 
1954; KAUFMANN et al. 1960), Interphasechromosomen von Dinoflagel- 
laten (GRELL u. WOHLFAHRT-BOTTERMANN 1957; KELLENBERGER 1960) 
zeigen am Ort der Chromosomen ein meist nahezu amorphes feinfadiges 
Geflecht. Es scheint deshalb aus methodischen Griinden wenig aussichts- 
reich zu sein, mit Untersuchungen iiber den Feinbau von Chromosomen 
gerade bei héher differenzierten Organismen zu beginnen. Einfachere 
Zellen wie die der Bakterien mit ihrer bis zu 1000mal geringeren DNS- 
Menge je Zelle (Watson u. Crick 1953; DeLBRUcK u. STENT 1957; 
WackKER 1959; SPIEGELMAN et al. 1958) sollten gestatten, die Prinzipien 
des Chromosomenbaues besser zu erkennen. 

Aus der bisher vorliegenden Literatur wird man eher vom Gegenteil 
iiberzeugt. Die Kleinheit des Objekts, der Mangel an Kontrast erschweren 
Aussagen iiber Form und Formwechsel der Kernaquivalente ungemein. 
Uber 400 lichtmikroskopische Arbeiten sind von DELAPoRTE (1939/40, 
1950) zusammengefaBt worden, ohne daB es méglich gewesen ware, ver- 
bindende Prinzipien zu erkennen. Die neueren Ergebnisse referieren 
MarsHaxk (1955), Roprnow (1956) und Murray (1960) vom cytologi- 
schen, VENDRELY (1955) vom cytochemischen Standpunkt aus. Rost- 
now kommt dabei auf Grund eigener Beobachtungen zu Vorstellungen 
iiber den Ablauf der Zellteilung, die weiter unten noch ausfiihrlich be- 
sprochen werden miissen. Eine Beteiligung von Spindelfasern (DE 
LaMATER 1951a,b, 1956; HuNnTER 1955) scheint ausgeschlossen (BIssET 
1952, 1955, 1956; Rospryow 1956; Ruska 1957; Murray 1960). In den 
letzten Jahren wurden dann mit der von PrekarskrI (1937, 1949) ein- 
gefiihrten, von Dr LamaTer (1951a) und Ropryow (1942, 1944, 1956) 
verbesserten Fiarbetechnik und mit dem nun allgemein verbreiteten 
Phasenkontrastverfahren einige intensive cytologische und cytochemische 
Untersuchungen durchgefiihrt (SpreGELMAN et al. 1958; Frrz-James 
1958; Ropryow 1960), die durch eine systematische Priifung der elek- 
tronenmikroskopischen Praparationstechnik (GIrESBRECHT 1958 a, b, 1959; 
RyYTER u. KELLENBERGER 1958; KELLENBERGER et al. 1955; KeLiEn- 
BERGER 1956a,b, 1958a,b, 1960) sowie durch erste morphophysiologische 
Untersuchungen erginzt werden konnten (PREUSSER 1958b, 1959; 
PrTRAsS 1959; SCHLEGEL et al. 1961). 

Danach erscheint das Kernaquivalent in gefiirbten Praparaten von 
sehr schmalen Zellen als rundlicher, nicht weiter auflésbarer feulgen- 
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positiver Kérper (PreKarRskri 1949; Preusser 1958a und viele andere). 
In breiteren Zellen erkennt man bald einen kurzen querliegenden Balken, 
bald ein V-formiges Gebilde (Roprnow 1956, 1960; Frrz-Jamus 1954; 
Murray 1960), daneben bildet das Nucleoid, besonders schén kurz vor 
der Sporenbildung (Roprnow 1960), aber auch in nicht sporulierenden 
teilungsbereiten Zellen (RoBINow 1956) eine langgestreckte Schraube 
von mehreren Windungen (siehe auch KELLENBERGER 1960). Etwa 
ebenso haufig erscheint es auch als elliptischer Korper (Frrz-Jamus 1954; 
Lark et al. 1955; Roprnow 1956, 1960; Sprecrtman et al. 1958; Frrz- 
Jamus 1958; Murray 1960 u.a.), der als geschlossener Ring verschiedene 
biochemische Aufbereitungsverfahren zu iiberdauern vermag. Noch 
breitere, altere Zellen konnen von einem scheinbar regellosen Balkenwerk 
von Kernaquivalenten erfiillt sein (Dr Lamarer 1951b, 1956; vgl. auch 
Roprnow 1956), miissen es aber nicht (WILKINSON u. Ducurp 1960). Die 
Art der Anordnung hangt offenbar ab von den Kulturbedingungen 
(PREUSSER 1958 a,b, 1959). So besitzt Bact. proteus, auf Agaroberflichen 
kultiviert, im Schwarmstadium kettenartig hintereinanderliegende 
Nucleoide, nach Kultivierung in peptonhaltiger Losung war dagegen in 
jungen, stark wachsenden Kulturen das Cytoplasma der Zellen von einem 
scheinbar regellosen Geflecht von 15—30 my starken Faden durchzogen, 
welche die Kernaquivalente darstellen (PIEKARSKI u. GIESBRECHT 1956; 
PIEKARSKI u. PONTIERI 1956; PREUSSER, SCHLOTE u. RipPpEL 1957; 
GIESBRECHT 1958; GIESBRECHT u. PIEKARSKI 1958; GIESBRECHT 1959; 
PREUSSER 1959; KELLENBERGER 1955). 

Hine Kernfarbung mit einfachen basischen Farbstoffen ohne voraus- 
gegangene Hydrolyse miBlingt bei Zellen aus jungen, stark wachsenden 
Kulturen (Zusammenfassung bei Roprnow 1956, Murray 1960). Der 
Grund dafiir diirfte sein, daB (PREUSSER 1958 b, 1959) in diesem Stadium 
das stark RNS-haltige, sich mitfirbende Cytoplasma bis unmittelbar an 
die Faden heranreicht und damit ein trennender, kontrastgebender 
Zwischenraum zwischen Faden und Cytoplasma fehlt. Die Farbung 
gelingt aber nach vorausgegangener Hydrolyse, welche die RNS heraus- 
lést. Besonders giinstig sind Farbstoffe wie Thionin, Azur A oder Giemsa. 
Kernaquivalente von Zellen aus ausgewachsenen Kulturen lassen sich 
dagegen auch ohne vorhergegangene Hydrolyse mit basischen Farbstoffen 
darstellen. Hier ist (PREUSSER) der nur mehr geringen Syntheseleistung 
der Zelle wegen das Cytoplasma auf einen schmalen peripheren Saum 
beschrankt und die das Kernaquivalent enthaltende Hellzone gro8. Ein 
solcher wachstumsabhangiger Wechsel im RNS-Gehalt von Bakterien- 
zellen wurde bereits von HypEn (1948) beschrieben. Viele scheinbare 
Widerspriiche in der bakteriologisch-cytologischen Literatur diirften sich auf 
Unkenntnis dieser wachstumsbedingten Variabilitat zurtickfiihren lassen 
(siehe auch WILKINSON u. Ducurp 1960). 
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Unklar bleibt nach wie vor die makromolekulare Struktur des Kern- 
aiquivalents. Bakterien sollen etwa 2,5 - 10-14 g DNS je Zelle enthalten 
(Watson u. Crick 1953; DELBRUCK u. STENT 1956; WackER 1959; 
SPIEGELMAN et al. 1958). Das waren umgerechnet 8,3 - 1084” DNS-Faden. 
Genetische Untersuchungen (LEDERBERG 1947, 1955; LEDERBERG et al. 
1951; WoLLMAN u. JAKkos 1956; JaKos et al. 1957; Haves 1960) machten 
wahrscheinlich, da die Erbanlagen der Bakterien auf einem einzigen, 
zeitweise ringformig geschlossenen Lineom angeordnet sind, welches 
imstande ist, in Richtung seiner Langsachse zu wandern. Dann sollte die 
fiir ein Bakterium gewaltige Fadenlinge von fast 104 ~ (10 mm!) ent- 
weder, wie es MAALox et al. (1956) und GresBRECHT (1959) annehmen, zu 
einer einzigen enggewickelten Mehrfachschraube kondensiert sein, oder, 
folgt man dem Modell von KELLENBERGER (1960), in héchst spezifischer 
Weise als ein endloses, reusenartig aufgewickeltes Band vorliegen, oder 
aber es miissen zahlreiche einander gleichwertige Lineome vorhanden 
sein, die sich zu einem hochpolytinen Strang vereinigen (PREUSSER, 
ScHLOTE u. RippEL 1957; ScHLOTE 1958; ScHLOTE 1959a,b). 

Eine einheitliche Deutung der bisher vorliegenden Diinnschnitt- 
Elektronenbilder von Bakterien ist nicht méglich. Je nach der Prapara- 
tionsmethode werden dicke, oftmals mehrfach lings aufspaltende, ver- 
haltnismaBig kurze runde Strange dargestellt (BrRCcH-ANDERSEN et al. 
1953; BRADFIELD 1954; Brron-ANDERSON 1955; PIEKARSKI u. GIES- 
BRECHT 1956—1959; PrEusSER, SCHLOTE u. RrppEL 1957; PREUSSER 
1958a,b, 1959; KELLENBERGER in friiheren Arbeiten), die frei in mehr 
oder weniger groBen Hellzonen liegen, oder aber die ganze Hellzone ist 
gleichmaBig von einem feinfadigen, teils regellos, teils mehr parallel 
orientierten Fadengeflecht erfiillt (CHAPMAN u. HI~LreR 1953; KELLEN- 
BERGER ab 1958; KNOLL u. NrkLowrrz 1958, nach ihnen viele andere). 
GIESBRECHT (1959), der diesen Fragen systematisch nachging, erhielt bei 
gleichbleibender Fixierung und Variation des pp im Auswaschmedium 
alle Ubergiinge zwischen einzelnen dicken und sehr zahlreichen diinnen 
Faden, deren Anordnung in der Hellzone dem homogenen Nucleoplasma 
von KELLENBERGER dann zum Verwechseln gleicht. Er glaubte deshalb, 
annehmen zu diirfen, dal in der lebenden Zelle ein einzelner dicker 
Strang vorliegt. Seine durch Bilder wohl noch unzureichend belegte 
Deutung dieses Stranges als eng gewickelte Mehrfachschraube wird nicht 
von allen Autoren geteilt (K®LLENBERGER 1960). KeLLENBERGER halt 
demgegeniiber bestimmte, von GrEsprEecHts Verfahren abweichende 
Fixationsrezepte fiir unerliBlich, um zu homogenem Nucleoplasma zu 
gelangen. Insbesondere glaubt er, ohne ein die homogene Verteilung 
stabilisierendes Agens bei der Nachbehandlung, das Uranylacetat, nicht 
auskommen zu kénnen. Er begriindet die Richtigkeit seines Verfahrens 
mit der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. T'atsdchlich sehen denn auch 
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alle auf seine Weise behandelten Kernéquivalente unabhingig von 
Organismenart und cytologischer Phase praktisch gleich aus, ein Befund, 
der nachdenklich stimmen sollte. KRAN u. SCHLOTE (1959) konnten etwa 
gleichzeitig mit Grrsprecur zeigen, da® man, unabhangig von der Art 
der Fixierung, stets zu dem homogenen Nucleoplasma KELLENBERGERS 
gelangt, sobald die fixierten Zellen mit einer waBrigen Losung von 
Uranylacetat nachbehandelt werden. Mit waBriger Phosphorwolfram- 
saure erhalt man dagegen als Kernaquivalent einen locker gebiindelten 
Strang aus zahlreichen einander + parallelen diinnsten Faden (KRAN, 
in Vorbereitung). Ubergangsstufen zwischen kompakten dicken Strangen 
und jenem lockeren Biindel finden sich, sofern Phosphorwolframsiure 
in schwach alkoholischer Lésung Verwendung findet. 


Alle diese Versuche zeigen (GIESBRECHT 1959), da die Fixierung von 
Nucleoidsubstanz erst mit der vollstandigen Dehydrierung, vielleicht 
sogar erst mit der Auspolymerisation des Kunstharzes, ihr Ende gefun- 
den hat. 


Danach ist es wenig erfolgversprechend, die von den verschiedenen 
Autoren begonnenen und in sich sorgfaltig durchgefiihrten Untersuchun- 
gen in gleicher Weise fortzusetzen, weiB man doch nicht, in welcher Rich- 
tung das Verfahren entwickelt werden soll. Eher diirfte es weiterfiihren, 
eine der bewahrten Methoden konstant zu halten und den Grad der Arte- 
fakte daran abzuschatzen, daB gepriift wird, ob die dargestellten Struk- 
turen in ihrem Aufbau GesetzmaBigkeiten erkennen lassen, ob sich ein 
zur Zellteilung fiihrender Formwechsel der Nucleoide rekonstruieren 
laBt, der mit den lichtmikroskopischen Befunden iibereinstimmt, ob 
schlieBlich, wie von hoéher differenzierten Zellen bekannt, im Wachstum 
der Bakterien Rhythmen auftreten, die gestatten, auf den jeweiligen 
Ploidiegrad Riickschliisse zu ziehen. 


Methodik 


Kulturverfahren 


Liebigs Fleischextrakt 0,3 g; Pepton S (Brunnengriber) 0,5 g; dest. Wasser 
100 cm’. Einstellen auf py 7,2 mit NaOH, dann Zugabe von 1 cm* Phosphatpuffer 
nach Brrou-ANDERSON et al. (1953). Ein Reagensglas mit 10 cm$ steriler Nahrlésung 
wird mit einer Ose voll Bakterien (Escherichia coli, Stamm C& Hi, Hygiene- 
Institut, Gottingen) beimpft und bei + 36°C fiir 24 Std bebriitet. Mehrere 100 cm® 
Erlenmeyer werden mit je 25cm? steriler Nahrlésung gefiillt, aus dieser Vor- 
kulturso beimpft, daB sie je 108 Zellen/em® enthalten, und darauf bei 36°C mit 1,5 Hz 
fiir die ganze Dauer des Versuches geschiittelt. Zum Fixieren wird der Inhalt eines 
Kulturkolbens 10 min lang bei etwa 4000 Umdr/min im Eisschrank zentrifugiert 
(7 = +6°C), darauf dekantiert, kalte Osmiumtetroxydlésung, zu 1°/) gelést im 
obengenannten Phosphatpuffer, auf den Bodensatz gegossen und dieser kurz mit 
einer Pipette aufgewirbelt. AnschlieBend verbleibt das Zentrifugenglas fiir 1 Std im 
Fisschrank. Auswaschen, Einbetten in Methacrylat vgl. PREUssER 1958b. 
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Elektronenmikroskopische Analyse 


Gerat: Siemens Elmiskop 1. Allgemeine Betriebsbedingungen: Feinstrahl: 
Einstellknopf fiir Kondensor 1 auf sechs Grobrasten vom linken Anschlag. Konden- 
sorblende 100 u. Aperturblende 50. Polschuh 4. 60 kV. Zu den Aufnahmen wird 
der Feinstrahl so weit durch den Kondensor 2 zusammengezogen, das die 100 w- 
Kondensorblende im Objekt als Kreis von 10 Durchmesser abgebildet wird. 
Platten: Kranz Ortho Kontrast. Entwickler Kodak DK 604A. 

Verfahren: Das Praparat wird eingeschleust und die 100 u4-Kondensorblende 
durch schrittweises Focussieren von Kondensor 2 zunichst als Kreis von 100 u 
Durchmesser auf den Schnitten abgebildet. Diese werden nun mit 3 wA fiir etwa 5 min 
bestrahlt. Zum Durchmustern des Priiparates wird darauf Kondensor 2 in der oben 
angegebenen Weise fokussiert und die Emission soweit erhéht, daB die Helligkeit 
gerade geniigt, um bei 10 sec Belichtungszeit brauchbare Bilder zu erhalten. Stellt 
man heller, dann kollabieren oder verflieBen die Feinstrukturen trotz dieser Vor- 
behandlung. 


Bildauswertung 


Nur solche Bilder sind brauchbar, die bei 10°mal Endvergré8erung die beiden 
dunklen Schichten, welche die Zellen unseres Stammes von FZ. coli umgeben, als zwei 
je etwa 3,5 my breite Striche zeigen. Bilder, die beim Betrachten mit einer 7mal 
Tischlupe, welche zwischen ihren FiiBen unmittelbar tiber dem Fotopapier ein 
Ocularmikrometer trigt, unscharf erscheinen (fiir das Auge waren sie 700000 mal 
vergréBert), sind unbrauchbar. Die Anordnung ist nicht frei von Parallaxe. Man 
mu8 daher das Auge beim Messen stillhalten. Ablesegenauigkeit + 1/4 Teilstrich 
oder, umgerechnet auf das Objekt, + 0,25 mu. 


Mefverfahren 

Bakterien kénnen in sehr verschiedenen Richtungen von Faden durchzogen sein 
Die Faden sind zwischen 3 und 40 my stark. Sie verlaufen gewéhnlich nur ein kurzes 
Stiick in der Ebene des Diinnschnittes, der selbst 30—100 my dick sein diirfte. Bei 
einem solchen Verhaltnis von Fadenstiirke zu Schnittdicke sind in jedem Bild eine 
gréBere Anzahl von Schrigschnitten durch Faden zu erwarten. Schnitte durch runde 
Faden kénnen Kreise oder Ellipsen sein. Beschreibt der Faden einen Bogen und 
stellt der Schnitt eine Sehne dar, dann erhilt man im Bild Rechtecke mit verrun- 
deten Schmalseiten, oder, wenn die Sehne fast zur Tangente geworden ist, lanzett- 
férmige Figuren, deren kleiner Durchmesser nicht mehr mit dem des Fadens tiber- 
einzustimmen braucht. Beschriinkt man sich beim Messen auf Fadenenden, deren 
Seitenkanten iiber eine lingere Strecke einander parallel laufen und vermeidet man 
es, aus elliptischen oder anderweitig verzerrten Figuren den Fadenquerschnitt ent- 
nehmen zu wollen, dann kénnen Fehler in der Bestimmung des Fadendurchmessers 
weitgehend vermieden werden. 

Diese Vorschrift, die unten noch niiher priizisiert wird, enthalt keinerlei An- 
gaben tiber die Gréfe des Fadendurchmessers selbst. Sie schrankt lediglich die 
Streuung ein und fiihrt damit zu einer Gruppe von Faden, die durch ihren zylin- 
drischen oder nahezu zylindrischen Bau eindeutig definiert sind. Erst Messungen 
kénnen zeigen, ob das Fadenkollektiv einheitlich ist oder ob es sich aus mehreren 
deutlich voneinander unterscheidbaren Gruppen zusammensetzt. 

In den Schnitten findet man kurze wie auch sehr viel langere Fadenenden. Der 
Durchmesser eines einzelnen langen Stiickes lat sich naturgemaB mit weit groBerer 
Genauigkeit angeben als der eines kurzen Endes. Wiirde man alle jeweiligen Faden- 
stiicke, jedes fiir sich, mehrmals messen, die Mittelwerte bilden und nur diese als 
Summanden der Ordinaten einer Verteilungskurve erscheinen lassen, dann bediirfte 
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es eines sehr groBen Materials, d.h. mehrerer 1000 einzelner Fadenenden, sollte ein 
richtiges Bild von der Verteilung der Fadendurchmesser auf verschiedene GrofBen- 
klassen zustande kommen. Stehen jedoch, wie es hier der Fall ist, nur insgesamt 
einige 100 brauchbare Aufnahmen mit zusammen 300 scharf abgebildeten meBbaren 
Fadenstiicken zur Verfiigung, dann hilft die Uberlegung weiter, daB es nicht so sehr 
darauf ankommt, wieviel einzelne Fadenstiicke genau vermessen werden kénnen. 
Diese Zahl ist ohne jeden biologischen Sinn, sie hingt ab von der Schnittfiihrung, 
der Schnittdicke und der Fadenstiirke. Je dinner ein Faden gegeniiber dem Schnitt 
ist, um so mehr Aussicht besteht, ihn tiber eine lingere Strecke verfolgen zu kénnen. 
Wesentlich ist allein, welche Durchmesser von den Zellen verifiziert worden sind. 

Deshalb werden nur die Fadenenden vermessen, die fiir eine Strecke, welche 
mindestens doppelt so lang ist wie ihr Durchmesser, in der Bildebene liegen und 
deren Dicke sich vom einen zum anderen Ende um nicht mehr als (willkiirlich) 10°/, 
andert. Alle langeren Faden tragen nach 10°mal VergréBerung mit jedem laufenden 
Millimeter Fadenliinge eine Einheit zu den Ordinaten der Verteilungskurve bei. 
Schragschnitte und Querschnitte werden nicht verwertet. 


Meffehler 


Nach Ruska u. WouLFF (1956) ist die VergréBerung des Elmiskop 1 auf +- 5°/, 
genau reproduzierbar, sofern der Rand der Gesichtsfeldblende mit dem auf dem 
Bildschirm eingravierten Teilkreis zur Deckung gebracht wird. Hierauf wurde bei 
allen Aufnahmen peinlich geachtet. Higene Rechnungen fiir ein alteres Siemensgerat 
(ScHLorsE 1958) fiihrten zu demselben Ergebnis. Diese Uberlegungen gelten jedoch 
nur fiir Aufnahmen im Focus. Ist der Objektivstrom kleiner, dann werden dichtere 
Strukturen durch einen etwa 3 my breiten, im Positivbild dunklen Interferenz- 
streifen begrenzt, der sie, abhangig vom Grade der Unterfokussierung, gréBer 
erscheinen 1aBt. Um den Fehler abschatzen zu kénnen, wurde eine Durchfocusserie 
von Goldsolteilchen (Durchmesser 6—30 my) vermessen. Hierbei erhalt man fiir 
eine Unterfocussierung von 20 Feinrasten BildgréBen, die gegentiber dem Zustand 
im Focus um 15°/, zu groB sind. Zehn Feinrasten unter dem Focus betragt der Wert 
5°/,. Das entspricht auch etwa den Erfahrungen anderer Autoren (z.B. SJOsTRAND 
1956 a). Da Bilder im Focus kontrastarm sind, bevorzugt man allgemein einen leicht 
unterfocussierten Zustand. Wieviel Feinrasten unterfocussiert worden ist, kann 
gewohnlich nicht gesagt werden, es 1a8t sich nur aus der Bildscharfe erschliefen. 
Bilder, die bei 10°mal EndvergréBerung dem unbewaffneten Auge noch scharf 
erscheinen und mit der 7x MeBlupe gut vermessen werden kénnen, sind um nicht 
mehr als etwa zehn Feinrasten unterfocussiert. Demnach wird der Durchmesser von 
Gegenstiinden, die diinner als 30 my und dicker als etwa 6 my sind, gewohnlich um 
5—109/, zu groB angegeben. Zu noch kleineren Objektabmessungen hin wachst der 
Fehler rasch an. 

Wieweit aus der GréBe einer Struktur, die an Hand von Dinnschnitt-Elek- 
tronenbildern ermittelt wurde, auf ihre Abmessungen in lebenden Zellen geschlossen 
werden darf, ist fraglich. Man weiB, daB ein Gewebe bei der Einbettung in Metha- 
crylat um etwa 20°/, schrumpft. FernAnDiz-Moran u. Frvnan (1957) haben diese 
Frage am Myelin markhaltiger Vertebratennerven eingehend untersucht. Ob ihre 
Ergebnisse auf andere Strukturen ausgedehnt werden diirfen, ist nicht bekannt. 


In dieser Arbeit werden nur GréBen von Strukturen miteinander ver- 
glichen, die alle nach derselben Methode fixiert, dehydriert, eingebettet 
und mikroskopiert worden sind. Die Relation der MeBwerte zueinander 
bleibt von den oben diskutierten MeB- und Einbettfehlern weitgehend 
unberiihrt. Die Absolutwerte stehen zur Diskussion. 
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Ergebnisse 
Wachstumskurve 


Eine Wachstumskurve unseres Stammes von F. coli, die unter den 
im methodischen Teil aufgefiihrten Bedingungen gewonnen wurde, ist 
in Abb. 1 dargestellt. Sie beginnt mit einer Zelldichte von 10° Z/em* und 
endet nach 8 Std mit einer Zell- 
dichte von 5-10° Z/em’. Von nun 
an bleibt die Zelldichte konstant, 
die Ruhephase ist erreicht. Der 
Zeitpunkt, an dem sich die Kultur 
von starker Zellvermehrung auf 
die Ruhephase umstellt, hangt 
zum gewissen Teil von der Impf- 
menge ab. Bei anfanglichen Zell- 
dichten von 2-10® Z/cm* wird der 
obere Knick 7 Std nach Versuchs- 
beginn erreicht, bei Zelldichten 
von 2-107 Z/cm$ bereits nach 6 Std. 


Feinbau von Zellen aus der 
logarithmischen Wachstumsphase 


Ne a Be eae f : 
Deh: 228m HS ho Cebu Da OE, Untersucht man mit dem 
Abb. 1. Wachstumskurve von £. coli, Stamm Elektronenmikroskop Diinn- 


C8 Hi, bei 36° C in peptonhaltiger Niihrlésung. : . 
Zelldichte als Funktion der Zeit. A—C Zeit. SChnitte von Zellen, die an auf- 


punkte, an denen fixiert; J—6 Zeitpunkte, an einanderfolgenden Zeitpunkten 

denen das Zellvolumen bestimmt wurde des. Wachstums. einer... Kultur 
fixiert wurden (Abb. 1 A —C), dann zeigt sich, daB der innere Aufbau der 
Zellen in Abhangigkeit vom Kulturalter einen Formwechsel durch- 
macht. So besitzen Bakterien aus jungen Schiittelkulturen (Abb. 1A) 
mit reichem Niahrstoffangebot ein sehr dichtes Cytoplasma, welches 
praktisch das ganze Zellinnere ausfiillt (Abb.2). Hier und da findet man 
in einzelnen Zellen kleine helle Zonen, die einen dunklen Kérper ent- 
halten. Er besteht aus zwei Teilen, einem zentralen, sehr dichten, fast 
kreisrunden Gebilde (A, B) von 30 mu Durchmesser, und einer etwas 
helleren peripheren Masse, die mit verwaschenem Rand in die eigentliche 
Hellzone (/7) iibergeht. Die Mehrzahl der Zellen ist innen scheinbar vollig 
homogen. Bei genauer Betrachtung erblickt man jedoch auch in ihnen 
hin und wieder dunkle Streifen oder Scheiben (C). Sie sind von keinem 
hellen Rand umgeben und treten kaum hervor. Es kénnte sich um Ab- 
schnitte von Faden handeln, die in allen Richtungen das Cytoplasma 
durchziehen und deshalb im Diinnschnitt einmal als Kreisflichen, dann 
als kurze Balken in Erscheinung treten. 
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Abb.2. Z. coli, Mitte der log. Wachstumsphase (Abb.1, Stadium A). Die Zellen dieses Stammes sind 

von einer einzigen Doppelschicht begrenzt (). Ihr Cytoplasma scheint bei oberflichlicher Betrachtung 

homogen zu sein. Nur gelegentlich enthalten einzelne Zellen schmale Hellzonen (H) um quergetroffene 

(A) oder schriig geschnittene dicke Fiiden (B). Gewdhnlich fehlt die Hellzone in diesem Stadium, und 
die Faden (C) sind kaum vom umgebenden Cytoplasma zu unterscheiden 


1 


‘'ytoplasma ist hier tiberall 
-yon schmalen Lacunen, den Hellzonen (H),durchzogen, in denen relativ dicke, dichte Faden liegen (A), 
Die meisten Lacunen kommunizieren miteinander 


292 FRIEDRICH- WILHELM SCHLOTE: 


Feinbau der Zellen vom Ende der logarithmischen Wachstumsphase 

Am Ende der logarithmischen Wachstumsphase (Abb. 1 B) findet man 
in allen Zellen Faden, die von einem schmalen hellen Saum begleitet 
werden und damit deutlich hervortreten (Abb.3). Serienschnitte, welche 
die riumliche Rekonstruktion einer Zelle zuverlassig gestatten wiirden, 
besitzen wir noch nicht. Der genaue Verlauf der Faden und Hellzonen 
soll soweit méglich deshalb spater in anderem Zusammenhang diskutiert 
werden. Die vorliegenden Bilder lassen vermuten, da alle Fadenenden 
in einer einzigen durchlaufenden Hellzone liegen und einem oder wenigen 
langeren Faden angehoren. 


Feinbau von Zellen aus der Ruhephase 


Zellen aus der friihen Ruhephase (Abb.1C) besitzen wieder andere 
Innenstrukturen (Abb.4). Ihr Cytoplasma liegt als dicker dichter Ring 
der Zellgrenzmembran auf. Es laBt in der Mitte der Zelle einen groBeren 
hellen Bereich frei, in dem dunkle Tropfen (DW) und Faden angetroffen 
werden kénnen. Nicht in allen Zellen sind die Faden so diinn wie in Abb. 4 
bei (A) und nicht alle Zellen enthalten neben Faden auch Tropfen. In den 
Zellen links oben und Mitte oben z.B. sind die Faden dicker. Die 
schwarzen Tropfen in der mittleren Zelle liegen auf der Peripherie einer 
Ellipse wie Perlen auf einer Kette, deren Band hier kaum zu sehen ist. 
In der Mitte des Ringes befindet sich ein dichter cytoplasma-ahnlicher 
Korper. 


Formwechsel der Hellzonen 


PREUSSER (1958 b) fand, daB sich die groBen Hellzonen von Zellen, die 
der Ruhephase einer Kultur entstammen, nach Zugabe von neuer Nahr- 
lésung wieder schlieBen und Schritt fiir Schritt Zellen entstehen, die jenen 
aus der Mitte der logarithmischen Wachstumsphase (Abb.3) iiberaus 
aihnlich sehen. Er stellte ferner fest, da Zellen, die in reiner N,-Atmo- 
sphare gewachsen sind, bereits in der Mitte der log. Phase Hellzonen von 
betrachtlicher GréBe besitzen. AuBerdem ist das Cytoplasma dieser 
Zellen, soweit ohne Kenntnis der Schnittdicken Aussagen mdéglich sind, 
wesentlich lockerer gebaut als das von Kulturen, die z. B. mit O, beliiftet 
wurden. Da in O,-Kulturen und in solchen, die in Luft geschiittelt wur- 
den, die Hellzone im Zeitraum zwischen Mitte der logarithmischen Phase 
und spater Ruhephase stark anwachst, die Fadenmenge andererseits 
wahrend der Ruhephase allem Anschein nach stark abnimmt und in 
diesem Stadium die Hellzonen Klumpen von dichter Substanz, wohl 
Autolyseprodukte, enthalten kénnen, schloB PrrussEr, daB die Hell- 
zonengrobe ein Mafs darstellt fiir die Lage des Gleichgewichtes zwischen 
Zellsubstanz-aufbauenden und Zellsubstanz-zerlegenden Stoffwechsel- 
prozessen. 


Uber den Feinbau von Chromosomen I. A 293 


a 


Bakterien besitzen, wie durch die hier mitgeteilten Befunde bestatigt 
wird, keine Kernmembran (siehe z.B. Ruska 1957; KELLENBERGER 
1960). Cytoplasmatische Substanzen sollten deshalb ungehindert bis zu 


Abb.4. E. coli, friihe Ruhepause (Abb.1, Stadium C). Alle Zellen enthalten eine grofe zusammen- 

hiingende Hellzone, die an ihrer Peripherie von einem breiten Cytoplasmagiirtel umgeben, jedoch 

nicht durch eine Membran yon ihm getrennt ist. Im Zentrum der Hellzone ein Cytoplasmarest. Um 
ihn herum Fadenenden (A), auf denen gelegentlich dichte amorphe Klumpen (DM) liegen 


den Faden vordringen und notigenfalls nach Umformung wieder zuriick- 
diffundieren kénnen. Die hier vorliegenden Verhaltnisse diirften sich 
damit grundsatzlich von den Gegebenheiten bei héheren Tieren und 
Pflanzen unterscheiden. Sie bedingen, daB die Faden bei starker Synthese 
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von Cytoplasma von diesem rundum eingebettet werden kénnen (BRAD- 
FIELD 1954; PreussER 1959; Perras 1959; Murray 1960; WILKINSON 
u. Duagurp 1960; SCHLEGEL et al. 1961). 


Bau der Faden, Polytdnie 


Will man Feinbau und Formwechsel von den chromosomalen Struk- 
turen der Bakterien untersuchen, so ist es giinstig, statt von Vorstellun- 
gen der héheren Cytologie, die hier vorerst nicht anwendbar sind, aus- 
zugehen, eine Bestandsaufnahme von allen Strukturen zu machen, die 
man nach sorgsamer Anwendung der bewahrten Standardmethoden in 
den Zellen findet. Sie miissen vermessen werden, um zu quantitativen 
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Abb.5. #. coli. Verteilungskurve fiir alle meBbaren chromosomalen Fadenenden. Die Pfeile weisen 
auf Orte hin, an denen die Maxima liegen miiBten, wenn die Fadendurchmesser sich exakt in eine 
geometrische Reihe der Steigung 2 einordnen lassen wiirden 


2 
ayes. 


Aussagen zu gelangen. SchlieBlich kann man versuchen, die Befunde so 
miteinander zu verbinden, daB ein erstes zusammenhingendes Bild von 
der Cytologie der Bakterien entsteht. 

Vor einiger Zeit fanden GresBRECH'’ u. PIEKARSKI (1956) in der Hell- 
zone von Bac. megaterium einen 30 mu starken Faden, der einen Liangs- 
spalt besaB. Demnach kénnen Faden dieser Starke aus mindestens zwei 
Untereinheiten zusammengesetzt sein. So taucht die Frage auf, ob nicht 
die Durchmesser aller nur méglichen Faden zueinander in einer einfachen 
Beziehung stehen, die etwas tiber ihren Bau und ihre Vermehrungsweise 
auszusagen vermag. PREUSSER, SCHLOTE u. RIPPEL (1957) stellten fest, 
da sich die Durchmesser der in Bact. proteus aufgefundenen Faden zu- 
einander verhalten wie 1: 7/2. ScHLOTE (1958a) folgerte daraus, daB die 
um den Faktor y2 dickeren Faden um eine Stufe héher polytin sein 
miiBten als die diinneren Faden. Die Untersuchungen muften seinerzeit 
mit unzureichenden Mitteln (Ubermikroskop Baujahr 1939) durchgefiihrt 
werden. Da eine ganze Reihe von Fragen ungeklart blieb, wurde dieser 
Teil der Arbeiten mit einem besseren Geraét (Siemens Elmiskop 1, 
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Baujahr 1957) wiederholt, einige 100 brauchbare Bilder, deren Zellen vor- 
nehmlich dem Ende der logarithmischen Wachstumsphase und der frithen 
Ruhephase entstammten, auf 105 mal EndvergréBerung gebracht und die 
Fadenstarken nach den im methodischen Teil angegebenen Regeln ver- 
messen. 

Man erhalt eine Verteilungskurve (Abb.5) mit folgenden Maxima: 
lesmyz; 2.5 my; 3. = 34, 10 mu; 5. 13—15 mu; 6. 20 my; 7. 28 mu; 
8. angedeutet 39 my. Tragt man zunachst die Maxima 4.—8. ihrer 
Reihenfolge nach in ein Diagramm ein und zwar so, dab die jeweilige 


Ordnungszahl (4—8) als Funktion 
8 — 
pier: A 
6 a 


des Logarithmus vom Faden- 
durchmesser erscheint (Abb.6), 
dann liegen alle fiinf Werte auf 
einer Geraden. Auch die meB- 
technisch vielleicht anfechtbaren 
Maxima von 3 und 5 my lassen 
sich einordnen, wenn man an- 
nimmt, daB aus noch unbekannten 
Griinden ein 3. Maximum bei 
etwa 7myu ausgefallen ist. Die 
Steigung der Geraden (Abb.6) 
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Abb.6. Die Gipfelpunkte der Verteilungskurve 


betragt 1,4 oder rund y2. Eine 
im halblogarithmischen MaBstab 
gezeichnete Gerade ist aber der 
Ausdruck fiir eine geometrische 
Reihe. Steigt der Durchmesser 


(Abb.5) sind nach steigendem Fadendurchmesser 
geordnet und die entsprechenden Ordnungszahlen 
gegen die Logarithmen der zugehoérigen Faden- 
durchmesser aufgetragen worden. Mit nur geringer 
Abweichung liegen alle Maxima auf einer Geraden, 
sofern man annimmt, daB ein Wert bei 7 my 
Fadendurchmesser ausgefallen ist. Die Steigung 


E eS der Geraden betrigt 1,4 oder rund 2 
eines Fadens um den Faktor 2, 


dann wachst seine Querschnittsflaiche und bei gleichbleibender Lange auch 
sein Volumen auf das Doppelte an. Aus einem diinnsten Faden lassen sich 
so durch mehrfache synchrone Verdopplung dickere Faden herleiten, 
deren Durchmesser jene geometrische Reihe miteinander bilden. Jeder 
Faden, der diinnste ausgenommen, sollte aus einer durch zwei teilbaren 
Anzahl von Untereinheiten bestehen. Alle Faden mit Ausnahme des 


diinnsten waren polytan. 


Direkter Hinweis auf eine Polytdnie der Faden 

Gelegentlich la8t sich an Hand von Elektronenbildern wahrscheinlich 
machen, dal dicke Faden aus mehreren Untereinheiten zusammengesetzt 
sind. So kann man in Abb.7a zwei eng beieinanderliegende Faden erken- 
nen, welche fast noch einen einzigen dicken Faden bilden. Abb.8 zeigt 
ein sich teilendes Bakterium. Im Faden A aus der linken Zelle sind drei 
Untereinheiten sichtbar. Die am weitesten rechts liegende Hinheit 
scheint aus zwei noch diinneren Faden zusammengesetzt zu sein. Abb.9 
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Abb.7a—d. FE. coli. Zellen vom Ende der log. Wachstumsphase (7a +b) und aus der friihen 
Ruhephase (7c +d). a In der Mitte einer sechmalen Hellzone liegt ein lingsgespaltener 
Faden yon 14—16 my Durchmesser. A Verzweigungsstelle; B Fadenquerschnitt; C Schrigschnitt 
durch einen Faden. b In einer schmalen, hufeisenformig gebogenen Hellzone liegt ein relativ 
dicker Faden. Dies Bild zeigt besonders deutlich, da® der Cytoplasmarest in der Mitte der Zelle mit 
dem peripheren Cytoplasma in kontinuierlicher Verbindung steht. Der Querschnitt durch das Faden- 
ende (A) rechts unten weist darauf hin, daB wohl niemals der ganze Faden in einer Ebene liegt. — 
c¢ Im Inneren einer zusammenhiingenden Hellzone liegt ein sich verzweigender Faden. Links des 
Pfeiles (A) ist er 14 my dick, rechts davon verjiingt er sich bis auf 10 mye. Im Augenblick, wo der 
von rechts kommende, eine dichte Beere enthaltende Faden (B) sich mit ihm vereinigt, ist das resul- 
tierende nach unten ziehende Fadenstiick wieder 14 me stark. C Querschnitt durch Faden, — 
d Die sehr ausgedehnte Hellzone enthilt neben einigen Plasmaresten eine Anzahl von Fadenstiicken 
verschiedener Stiirke (A—C) 
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stellt eine Zelle vom Ende der logarithmischen Wachstumsphase dar. In 
der verzweigten Hellzone, die auch hier wieder einheitlich das ganze 
Bakterium durchzieht, liegen zwei langsgetroffene Fadenenden (A und 


LES ca f a 5 hg 


Abb.8. E. coli, Ende der logarithmischen Wachstumsphase (vgl. Abb.1, Stadium B). Die Zelle steht 
im Begriff, sich zu teilen. Die Doppelschicht der Zellgrenze, die hier besonders gut zu erkennen ist, 
hat sich weit in die Zelle hineingezogen und schniirt den Plasmaleib bis auf einen schmalen Giirtel 
und einen Rest der Hellzone durch. In der oberen Tochterzelle liegt ein Faden, der sich zu spalten 
beginnt (A). Er besteht hier aus mindestens drei Untereinheiten, von denen die am weitesten rechts 
liegende Einheit nochmals aus zwei weiteren Untereinheiten zgusammengesetzt sein ditirfte. Thr 
kontrastgebender Teil ware etwa 2 my stark. Dort, wo der Faden noch nicht aufgespalten ist, hat er 
einen Durchmesser von 15 mu 


Jas 


B), dazu ein Querschnitt (C) und ein Schragschnitt. Im mittleren Faden- 
stiick ahnt man sechs starker kontrastierende Untereinheiten. Sie ver- 


laufen zum Teil ein wenig schrag zur Langsachse. In beiden Abbildungen 
20% 
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wire, wenn die Deutung der Bilder richtig ist, der kontrastgebende Teil 
der diinnsten Untereinheit etwa 2 my stark. 

Nicht selten liegen in ein und derselben Zelle F adenenden, die zu ver- 
schiedenen Grofenklassen gehéren. Zwei Zellen aus Abb.3 geben ein 
Beispiel dafiir, die Zelle der Abb.7d ein anderes. Die Pfeile bzw. Buch- 
staben in den beiden Abbildungen deuten auf derartige Fadenenden hin. 
TImmer wieder findet man auBerdem Zellen, in denen Faden von unter- 
schiedlicher Dicke nicht einzeln nebeneinanderliegen, sondern ausein- 
ander durch Verzweigung hervorgehen. So ist in Abb.7a unter dem 


Abb.9. E. coli, friihe Ruhephase (vgl. Abb. 1, Stadium C). Im Inneren einer groBen zusammenhingen- 

den Hellzone liegen mehrere Fadenenden. Das eine (A) scheint sich aus mindestens sechs kontrast- 

gebenden Untereinheiten zusammenzusetzen (Ausschnitt rechts). Es ist 21 mu stark. Unten in der 

Hellzone ein anderes Fadensttick von ebenfalls etwa 20 mu Durehmesser (B). Links oben (C) ein 
Fadenquerschnitt 


Pfeil A ein Ansatzpunkt von einem Seitenzweig zu erkennen. Abb.7¢ 
zeigt eine Zelle, in der sich zwei Faden von 5 und 14 my Starke befinden, 
die allem Anschein nach von einem dritten Faden, der auch nur 14 mu 
Durchmesser besitzt, abspalten. 


Analyse von Fadengeflechten 


Ks ist schwierig, aus Elektronenbildern von Diinnschnitten durch 
Faden, die nicht in der Schnittebene liegen, auf ihren genauen Verlauf 
schlieBen zu wollen. Liegt der eine Faden in der Bildebene, der andere 
schrag dazu und ist er gerade zufallig iiber dem ersten Faden vom Messer 
getroffen worden, dann wird das Bild einer Verzweigung nur vorgetauscht. 
Je dicker die Faden sind, um so schwieriger wird das Urteil. Man muB 
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dann versuchen, aus den Kontrastverhaltnissen an den Verzweigungs- 
stellen auf den wahren Fadenverlauf zu schlieBen. 

So ist in Abb.10a eine Zelle mit groRer Hellzone dargestellt. Sie enthilt ein 
ganzes Fadengeflecht. Dort, wo Faden quer getroffen wurden (A, links neben D), 


sieht man sehr dunkle Kreisflichen. Liegen die Fiiden in der Schnittebene, so 
kontrastieren sie betrichtlich weniger. Der Schnitt mu8 demnach mehrmals dicker 


Abb.10a und b. #. coli, Kultur mit Sauerstoff durchstrémt. Ende der logarithmischen Wachs- 
tumsphase. Auch Fadengeflechte, wie sie nach den hier angewandten Praparationsverfahren im 
Inneren von groBen Hellzonen nicht selten auftreten, lassen sich gelegentlich entwirren und deuten. 
a (A) ein Fadenquerschnitt. (B) ein lings getroffenes Fadenende. Es ist bedeutend heller als (A). 
Der Schnitt war danach mehrmals dicker als (B). Verfolgt man (B) weiter, so liegt dort, wo der von 
unten kommende, etwa 8 my starke Faden (C) auf (B) st6&t, tiber (B) ein schwarzer Strich. Es ist 
eine Kreuzungsstelle. Faden (D) im unteren Teil des Bildes ist 14 my stark. Er gabelt sich in ein nach 
oben ziehendes Ende (C) und ein geradlinig weiterlaufendes Fadenende von 10 my Durchmesser (£). 
Hinter der Verzweigungsstelle wird (Z) dunkler. Dies Fadenende biegt nach oben ab und wird (bei /) 
schrig abgeschnitten. Oberhalb der Schnittstelle wird ein zweiter Faden sichtbar, der sich ein wenig 
weiter rechts ebenfalls aufzweigt. — b In einer gro®en Hellzone liegt ein Fadengeflecht. (A) kreuzt 
(B) und beriihrt in weichem Bogen (C) 


sein als eine Fadenstarke. Wo ein Faden auf den anderen zulauft (B auf C), so dah 
sich beide Fiden im Bild beriihren, erkennt man am verstirkten Kontrast eines 
schmalen Streifens, der den von unten kommenden Faden C iiber den querliegenden 
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Faden B hin fortsetzt, daB hier eine Kreuzungsstelle vorliegt. Im Gegensatz dazu 
bildet Faden D eine deutliche Verzweigung aus (Pfeil). Wiire diese Verzweigung in 
Wirklichkeit auch nur eine Kreuzungsstelle, dann miiBte dort, wo der nach oben 


Abb. 1ia—f. Teilungsfiguren von #, coli, Alle Zellen aus demselben Versuch und dem gleichen 
Wachstumsstadium der Kultur. a Die langgestreckte Zelle ist von beiden Seiten her eingekerbt. 
Kine diinne Hellzone, in deren Innerem ein dunkler etwa 20 my starker Faden liegt, verbindet, 
zusammen mit wenig Cytoplasma, noch die beiden Zellen. In der Hellzone der unteren Zelle 
liegen zwei Fadenenden (Gabel) so, daB es die B6gen zweier Windungen einer groBen Schraube sein 
kénnten; b Auch hier verbindet eine diinne Hellzone die beiden Tochterzellen noch miteinander. 
In ihr liegt ein Fadenstiick von etwa 20 mux Durchmesser (B). In der Hellzone der unteren Zelle ein 
schrigliegendes Fadensttick (A), Hs kénnte der Bogen einer grofen Schraubenwindung sein; e In 
einer zusammenhingenden Hellzone liegen mehrere Fadenenden. Das Bild kann gedeutet werden, 
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ziehende Faden O von D abgeht, der Kontrast iiber diesem wesentlich verstirkt sein. 
Das ist nicht der Fall. Erst hinter der Abzweigungsstelle des nach oben ziehenden 
Fadens C' wird der Faden D, jetzt HE genannt, fiir eine kurze Strecke wesentlich 
dunkler. Da der Schnitt relativ dick ist, diirfte der Faden fiir diese Strecke schraig 
zur Schnittebene liegen. Er endet, und oberhalb davon wird ein weiterer Faden 
sichtbar, der sich ebenfalls verzweigt. In Abb. 10b ist nochmals eine Kreuzung dar- 
gestellt. Faden B liegt iiber Faden A. Im oberen Teil der Zelle beriihren sich die 
beiden Faden A und C mit weichem Bogen fliichtig, um danach wieder auseinander- 
zutreten. Auf diese Weise kann man, wenn auch nicht immer zwingend, zwischen 
Kreuzungen, Beriihrungs- und Verzweigungsstellen von Faden unterscheiden. 


Die Faden im Zellteilungscyclus 


Nach den eingangs aufgezaihlen Befunden, ist es sehr wahrscheinlich, 
dafi die soeben beschriebenen Faden das Chromosomenaquivalent der 
Bakterien darstellen. Dann sollten sie, ohne Spindelmechanismus (BIssET 
1952, 1955, 1956; Ruska 1957; Roprnow 1956, 1960) einen Formwechsel 
durchmachen, der schlieBlich dazu fiihrt, da zwei Tochterzellen mit 
identischen Faden ausgestattet werden. Da das Lichtmikroskop wegen 
seines zu geringen Auflésungsvermoégens versagt, so bleibt nichts iibrig, 
als alle brauchbaren Diinnschnitte miteinander zu vergleichen und 
Stadien zu suchen, deren Teile ihre Lage zueinander schrittweise ver- 
andern. 

Man kann von Zellen ausgehen, die im Begriff stehen, sich durch- 
zuschniiren (Abb.ila). Dort, wo die Zellgrenzschichten beginnen, den 
langgestreckten Cytoplasmaschlauch einzukerben, liegt in einer schmalen 
Hellzone ein Fadenstiick. Zur oberen Tochterzelle hin setzt es sich noch 
etwas fort, dann entfernt es sich aus der Schnittebene und man kann nur 
noch die den Faden begleitende Hellzone eine Strecke weit verfolgen. Sie 
beschreibt anscheinend eine korkenzieherartige Windung. Zur unteren 
Tochterzelle hin erweitert sich die Hellzone und in ihr liegen zwei Faden- 
enden, die Teile einer aus zwei Windungen bestehenden Schraube dar- 
stellen kénnten. 

Abb.11b zeigt fast dasselbe noch einmal, jedoch an einer wesentlich 
breiteren, kiirzeren Zelle. Auch hier liegt mitten in der spateren Teilungs- 
zone ein Fadenstiick. Die Hellzone der unteren Tochterzelle bildet einen 


wenn man annimmt, daB sich der eine Faden von der Mitte aus nach oben wendet, der andere Faden 
yon derselben Stelle (Pfeile) nach unten und daf dieser dabei drei Windungen um die Lingsachse der 
Zelle ausftihrt, von denen die drei Bogen (Gabel) gerade im Schnitt liegen; d In einer verzweigten, 
aber zusammenhiangenden Hellzone liegen einander nahezu parallel drei Fadenenden von 14 und 21 my 
Fadenstirke (Gabel). Deutungsversuch: Die engen Windungen der Schraube (Abb. 11¢) haben 
sich durch Zellwachstum und Plasmasynthese weiter voneinander entfernt. Daf es sich um eine 
Schraube handelt, von der dies ein Kappenschnitt ist, wird deutlicher, wenn man andere, mehr 
median durch die Zelle fiihrende Schnitte betrachtet. Dort ist die ganze Zellmitte von Cytoplasma 
erfiillt und an der Peripherie liegen zu beiden Seiten in kleinen ringformigen Hellzonen quergetroffene 
Fadenenden; e Ein weiteres Stadium ist die ellipsenférmige Anordnung von Fadenenden, die in 
einigem Abstand parallel zur Zellgrenze verlaufen. Auf diesem halbschrag durch die Zelle gelegten 
Schnitt ist ein Teil des Fadens getroffen. Er ist hier lings gespalten. f Dies ist ein selten beobachtetes 
Stadium, welches zwei umeinandergewundene Faden zeigt, die gemeinsam im Inneren der Zelle einen 
Bogen beschreiben. Im unteren Teil der Zelle weichen die Faden auseinander 
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Haken. Ihr Ende enthalt ein schrag zur Langsachse der Zelle liegendes 
Fadenstiick. Es kénnte sich ebenfalls um den Teil einer Schrauben- 
windung handeln. 

In Abb.11¢ ist ein Kappenschnitt zu sehen. In einer gréBeren Hell- 
zone liegen quer zur Langsachse der Zelle drei einander parallele Faden- 
enden. Es kénnten Teile von den Kreisbégen dreier Windungen sein, die 
ein zusammenhangender Faden in der Hellzone der ungeschnittenen Zelle 
beschreibt. Von der linken Seite der obersten Windung kommend, biegt 
ein Fadenstiick zur Zellmitte hin ab, stellt sich schlieBlich parallel zur 
Achsrichtung der Schraube und endet etwas iiber der Zellmitte an der 
bezeichneten Stelle. Kurz zuvor wird neben ihm der Anfang eines zweiten 
Fadens sichtbar. Er lauft in den obersten Teil der Zelle hinein, biegt dort 
nach rechts um und verlaBt den Schnitt. Hier scheint sich demnach der 
eine Faden in der unteren, der andere Faden in der oberen Zellhalfte zu 
je einer grofen Einfachschraube aufzuwinden. Leider ist keine Ein- 
schniirung der Zellgrenze zu erkennen, so daf nicht sicher ist, ob es 
sich hier um das vorletzte Stadium einer beginnenden Zellzerteilung 
handelt oder um eine rein intracellulire Nucleoidvermehrung. 

Abb. 11d enthalt eine Zelle, die von drei groBen Schraubenwindungen 
durchzogen wird. Diese Deutung jener drei einander nahezu parallelen, 
quer zur Zellachse liegenden Fadenenden ist am wahrscheinlichsten, da 
man auch Schnitte kennt, in denen breitere, mehr median getroffene 
Zellen ringsum von quergeschnittenen Fadenstiicken durchsetzt sind 
(vgl. Abb.5a mit 5b in der folgenden Arbeit). Das Stadium 1laBt sich 
einordnen, wenn man annimmt, dai die Schleifen eines anfangs eng 
aufgewundenen Fadens durch Synthese von Cytoplasma auseinander- 
gedriickt wurden. Hier wie in vielen anderen Zellen sind nicht alle 
Fadenenden gleichstark. Auf diese Erscheinung wird spater in der Dis- 
kussion (siehe folgende Arbeit) ausfiihrlich eingegangen werden. 

Aus den Bildern Abb.11a—d geht nicht hervor, auf welche Weise 
sich ein Faden verdoppelt. Fiir diesen Vorgang vermag vielleicht die 
Zelle aus Abb. 11e ein Beispiel zu geben. Der Faden ist hier iiber eine 
groBe Strecke langs gespalten. Er beschreibt einen Bogen entlang der 
Zellperipherie. Die Zelle ist jedoch schrag getroffen. So bleibt unklar, ob 
es sich um den Kreisbogen einer Windung von der Art handelt, wie sie in 
Abb. 11d dargestellt worden ist oder um eine Ubergangsphase zu dem 
sogenannten elliptischen Stadium, in dem das gesamte Fadenmaterial 
vorzugsweise in der Peripherie einer flachgedriickten Ellipse gefunden 
wird. Zwei solche elliptische Konfigurationen sind in Abb.7b und Abb. 11f 
dargestellt. In Abb.11f erkennt man zwei umeinandergeschlungene 
Faden, die gemeinsam der Zellgrenze parallel verlaufen. Dies Stadium 
kénnte auf die Lingsspaltung eines ahnlich wie in Abb. 11 angeordneten 
Fadens folgen. 
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Wenn jeder der beiden Tochterfaden fiir sich in eine neue Zelle ein- 
wandern soll, mu die Umschlingung der Tochterfaden gelést werden. 
Das kénnte dadurch geschehen, daB ein Faden am anderen vorbeigleitet 
und sich die ganze Zelle dabei streckt. Damit kame man zu einem Stadium, 
wie es Abb. 12a zeigt. Auch diese Fadenanordnung ist relativ haufig (vgl. 
PREUSSER 1958a, Abb.9 dort). Wiirden die hier dargestellten Faden- 
enden zu zwei homologen Faden gehéren, die, getrennt durch Cyto- 
plasma, in der bereits gestreckten Zelle einander gegeniiberligen, dann 
ware nur mehr erforderlich, daB sich beide Faden von den entgegen- 
gesetzten Zellpolen her aufzuwinden begénnen und dabei ihr anderes 
Ende naher zu sich heranzégen. Momentbilder, die zu dieser Hypothese 
passen wiirden, sind die Phasen der Abb. 12b—d. 

In Abb.12b beginnt die Hellzone der linken Zellhalfte anscheinend, 
sich schraubig aufzuwinden. Ein Faden ist nur stellenweise sichtbar. 
Rechts herrscht offenbar noch die elliptische Ordnung vor. Durch Ein- 
dellung der Zellgrenzmembran ist bereits angedeutet, wo sich die Zelle 
demnachst teilen wird. 

In Abb. 12¢ ist der ProzeB fortgeschritten. Im linken Teil dieser Zelle 
hat sich die Hellzone anscheinend schraubig aufgewunden. Noch sind 
die Tochterzellen durch zwei Hellzonenbriicken miteinander verbunden. 
In der einen von ihnen ist ein Fadenende sichtbar. 

In Abb. 12d ist schlieBlich eine Zelle abgebildet, die sich demnachst 
vollends durchschniiren wird. Die Hellzonen beider Tochterzellen sind 
schraubig aufgewunden und enthalten Faden. 

Der ganze Cyclus ist in Abb. 13 noch einmal schematisch zusammen- 
gefaBt worden. Zwischen den Stadien 1 und 2 soll sich der Faden so um- 
lagern, daB er iiber langere Strecken hin in einer Ebene, die durch die 
Langsachse der Zelle zieht, der Zellwand parallel lauft. Da die Fadenlange 
einer aus drei Windungen zusammengesetzten Schraube langer ist als der 
Umfang der dadurch gebildeten Ellipse, so mu8 der Faden senkrecht zur 
Papierebene einige Schleifen beschreiben diirfen. Diese Annahme stimmt 
sowohl mit Diinnschnitt-Elektronenbildern wie auch mit lichtmikro- 
skopischen Befunden sehr gut iiberein, denn es gelang bisher nie, den 
ganzen Faden in der Schnittebene wiederzufinden, obwohl eine Schnitt- 
fiihrung wie die von Abb. 12a dies gestatten miiBte. Hines der Ergebnisse 
lichtmikroskopischer Untersuchungen (Roprnow 1956; Lark et al. 1955; 
Frrz-JameEs 1954) ist andererseits, da8 in gefarbten Bakterien Chromatin- 
ringe vorkommen, die nicht selten merkwiirdige Grana tragen. Es han- 
delt sich dabei um Stellen, an denen die Intensitaét der Farbung betracht- 
lich gro8er ist. Da die Lichtabsorption mit der Schichtdicke zunimmt, 
mu ein Fadenende, welches fiir einige 50 my nahezu in Richtung der 
optischen Achse liegt, starker absorbieren als ein gleichdickes, welches 
quer dazu verlauft. 
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Abb.12. Teilungstiguren von Z. coli, Alle Zellen aus demselben Versuch und dem gleichen 
Wachstumsstadium der Kultur. a  Ellipsenférmige Anordnung von Fadenenden in einer 
erdBtenteils durchgehenden Hellzone. Man kann das Bild deuten, wenn man annimmt, dab die 
beiden Fiiden von Abb.11f hier dabei sind, sich aneinander vorbeizubewegen; b Diese Zelle kénnte 
aus dem elliptischen Stadium von Abb. 12a hervorgegangen sein. Sie hiitte sich dann stark verlingert. 
Die Hellzone im linken Teil der Zelle ist vergr6Bert und scheint eine Windung zu beschreiben. Im 
rechten Teil der Zelle liegen Hellzone und Fiiden noch fast in elliptischer Anordnung; ec Diese Zelle 
beginnt sich zu teilen, Die Hellzone liegt in ihrem linken Teil so, als ob sie zwei Windungen einer 
groBen Schraube beschriebe, deren Achse mit der Liingsachse der Zelle zusammenfillt. Der rechte 
Teil der Zelle lag in Nahe des Schnittrandes. Dort, wo sich in der Mitte der Zelle die Membranen von 
beiden Seiten hervorschieben, befinden sich im Cytoplasma zwei Hellzonen. Die untere gehért zu 
der Hellzone der linken Tochterzelle, die obere zu der der rechten Tochterzelle. Beide Hellzonen ent- 
halten Fadenenden. Das ganze sieht so aus, als ob die beiden Tochterfiiden hier nebeneinander vorbei- 
gleiten wiirden und sich jeder Tochterfaden im Cytoplasma der fiir ihn bestimmten Zelle zu einer 
groBen Schraube aufwindet; d Die Querteilung ist weiter fortgeschritten. Im Cytoplasma beider 
Tochterzellen liegen Hellzonen, die dort anscheinend schraubige Figuren beschreiben. Die beiden 
Zellen sind noch durch eine Cytoplasmabriicke und einen Rest Hellzone verbunden; Diese Deutung 
des Teilungscyclus setzt voraus, dai die Tochterfiiden polar gebaut sind und zufolge unbekannter 
Krafte aneinander vorbeigleiten und in die Zellpole hineinwandern kénnen. Diese Serierung, die sich 
in groBen Ziigen gut vergleichen lift mit den typischen Phasen, die ROBINOW lichtmikroskopisch 
fiir den Teilungscyclus von B. megaterium fand, ist in Kinzelheiten liickenhaft und verbesserungs- 
bediirftig. Auch sind Zellen verschiedenen Zellvolumens in dieselbe Reihe eingeordnet worden 
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Im Stadium 3 (Abb. 13) spaltet sich der Faden langs. Die homologen 
Fadenenden sind massiv schwarz markiert. Sobald nun das eine Faden- 
ende beginnen wiirde, gegenlaufig zum anderen oder schneller als das 
andere zu wandern (Stadium 4), miiBte es zur Trennung der Spalthalften 
kommen. Das Endstadium wire erreicht, wenn die markierten Faden- 
enden einander gegeniiber in den Zellpolen lagen. SchlieBlich (Stadium 5) 
sollen sich beide Faden von den einander gegeniiberliegenden Enden der 


: | = 


Abb.13 
Zellteilungscyclus von L£. coli. Schema. Beschreibung siehe Text und die Legenden zu Abb.11 und 12 


Zelle her zu Einfachschrauben aufwinden und dabei ihre anderen Enden 
zu sich heranziehen. Die Zellwand beginnt nun, sich in der Mitte der 
Zelle einzuschniiren (Stadium 6 und 7). Zuletzt liegen zwei voneinander 
getrennte Zellen vor. 

Diskussion und Literaturnachweis folgen in einer weiteren Arbeit. 
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B. Zellwachstum, Deutung der elektronenoptischen Befunde 


Von 
FRIEDRICH-WILHELM SCHLOTE 


Mit 6 Textabbildungen in 12 Einzeldarstellungen 
(Hingegangen am 18. Mai 1961) 


Die in der vorangehenden Arbeit (ScHLOTE 1961) erhobenen elek- 
tronenoptischen Befunde kénnen nicht gedeutet werden, ohne daf sie in 
Beziehung zum Wachstum der Zelle gesetzt werden. Daher sei zunachst 
das Zellwachstum fiir den verwendeten Stamm von Lscherichia coli C 8 
H i, Hygiene-Institut Géttingen, geschildert. 


Rhythmisches Zellwachstum 

Es gibt einige Hinweise dafiir, daf der Ploidiegrad der Bakterien 
eines Stammes nicht immer derselbe bleibt. In Diinnschnitten durch aus- 
gewachsene Kulturen findet man z.B. vielfach Zellen mit diinnen 
Faden. Am Ende der logarithmischen Phase dagegen scheinen die Faden 
dicker zu sein. Unter manchen Kulturbedingungen gibt es weiterhin 
Zellen, die eine gréBere Anzahl von verhaltnismaBig starken Faden ent- 
halten, ohne daB einzelne Nucleoide scharf voneinander abgegrenzt waren 
(Abb.5a und b), und unter anderen Bedingungen Zellen, in denen bei 
vergleichbarem Fadendurchmesser nur wenige Fadenenden je Zelle ge- 
funden werden (Abb.3, Abb. 11¢ der vorangegangenen Arbeit, SCHLOTE 
1961). 

In der Literatur findet man Schemata und lichtmikroskopische 
Abbildungen (Prekarskt 1937, 1949; siehe auch RrepEL-BaLpEs 1955, 
S. 22, 24, 28), aus denen hervorgeht, da dieselbe Zelle hintereinander 
mehrere Kernaquivalente enthalten kann. Demnach miiften, so sollte 
man meinen, Zellen, die ein oder mehrere Kernaiquivalente besitzen, bei 
gleichbleibendem Durchmesser die Lingen a + nb (n = 0, 1, 3,5...) 
haben (a = Lange des Bakteriums mit nur einem Kernaquivalent, 
6b = Abstand zweier Kernaquivalente voneinander, » = Anzahl der 
Zwischenréume zwischen je zwei Kernaiquivalenten einer Kette). Die 
Befunde von Henricr (1928), PrekarsxKt (1949), De Lamarer (1951), 
THIMAN (1955), Roprnow (1956 ,1960) widersprechen dieser offenbar zu 
einfachen Vorstellung. Zellen, die mehrere Kernaquivalente enthalten, 
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sind nicht nur linger, sondern auch breiter als jene mit nur einem oder 
zwei Kernaquivalenten. Die Anordnung der Nucleoide kann auBerdem im 
Verlauf des Dickenwachstums einer Zelle zunehmend regelloser werden 
(Dr LamarEr, siehe auch Roprnow 1956; WILKINSON u. Duaurip 1960). Es 
liegt deshalb nahe anzunehmen, daf hier das Volumen der ganzen Zelle 
in einer festen Beziehung zu Durchmesser und Anzahl der Faden steht. 
Dies kénnte sich in einer Art von rhythmischem Zellwachstum aufern. 


Methode 


Kin Reagensglas, das mit einer diinn ausgezogenen Spitze endet, wird mit 
Bakterienkultur (#. coli, Stamm C 8 H i) gefiillt und 10 min bei 4000 Umdr./min 
(7’ = 20°C) zentrifugiert. Selbst bei Zelldichten von nur 10? Zellen/cm? gelingt es 
auf diese Weise, in der Spitze des Glases ein mit der Lupe noch eben erkennbares 
Zellhiufchen zu konzentrieren. Die iiberstehende Fliissigkeit wird abpipettiert, der 
Rest von etwa 1 mm* mit einer feinen Capillare hochgesogen und auf ein Deckglas aus- 
gestrichen. Zuvor wurde Peptonagar (vgl. ScHLorE 1961 a) aufgekocht und eine diinne 
Schicht davon auf einen erwairmten Objekttrager gegossen. Hat sich die Masse soweit 
abgekiihlt, daB sie handwarm geworden, jedoch noch nicht erstarrt ist, so wird das 
Deckglas mit dem frischen, nicht angetrockneten Ausstrich nach unten auf die Agar- 
schicht gelegt. Es darf jetzt nicht mehr beschlagen. Die Zellen liegen in ganz kurzer 
Zeit fest und kénnen unter der Phasenkontrastimmersion fotografiert werden, ohne 
daB das Bild durch Zellbewegungen Unschiarfen erhalt. 


Vom Entnehmen aus dem Kulturthermostaten bis zum letzten fertigen Bild 
braucht man etwa 30 min. Daim Zentrifugenréhrchen Zimmertemperatur herrscht, 
die Kultur aber bei + 36°C wuchs, so ist das Zellwachstum in der Zeit zwischen 
Entnahme aus dem Thermostaten und letztem Bild fiir einen Van’t Hoffschen 
Koeffizienten von 2 auf mindestens !/, seiner vorherigen Geschwindigkeit reduziert. 
Hinzu kommt, dafi am Boden des Zentrifugenglases sowie unter dem Deckglas 
anaerobe Bedingungen vorherrschen. Auch dadurch wird das Wachstum verlang- 
samt. Der Stoffwechsel mu8.sich zunaichst umstellen. 


Der Fehler la8t sich abschatzen: Man befestigt Zellen aus einer stark wachsenden 
Kultur wie oben angegeben mit Agar zwischen Deckglas und Objekttrager. In 
Abstiinden von 5 zu 5 min werden nun iiber 1 Std hin Aufnahmen von derselben 
Zellgruppe angefertigt und die Liinge von 100 einzelnen Zellen im 4000 x vergréBer- 
ten Bild vermessen. Sie nimmt in dieser Zeit um weniger als 2°/, zu. Demnach be- 
triigt der Fehler, um den die MeBwerte in den folgenden Kurven von der wahren 
Zellinge abweichen, etwa 1°/,. Ob der Zelldurchmesser in dieser Zeit ansteigt, ist 
statistisch nicht zu sichern. 


Die Mikroaufnahmen (Pv FI. Oel 70/1. 15 h Heine-Kondensor, Leitz) wurden 

12% auf 4000fach nachvergroBert und mit einer Mauser-Schieblehre be Nene. 
2 (3 1-4 

oe 
(d = Zelldurchmesser, | = Zellinge) kann das Zellvolumen ermittelt werden. Diese 
Formel geht von der Annahme aus, daf man eine Bakterienzelle in guter Naiherung 
mit einem Zylinder vergleichen darf, auf dessen beiden Enden je eine Halbkugel des- 
selben Durchmessers sitzt. Von den Stadien 1, 4,5, 6 (vgl. die Wachstumskurve 
Abb.1, ScHLore 1961a) wurden die Volumina von je 500 Zellen bestimmt, von 
den Stadien 2 und 3 der dort geringen Zelldichte wegen der Inhalt aller Zellen, die 
in der vorgeschriebenen Zeit von 30 min fotografiert werden konnten. 


(Ablesegenauigkeit 0,05 mm). Aus einer Schar von Hichkurven furs 
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Mefsfehler 
Nicht immer liegen die Zellen streng in einer Ebene. Alle jene Zellen, 
deren Korper sich scheinbar verjiingen, diirfen nicht mitgemessen wer- 
den, weil sie schrag stehen. Zellen, deren Grenzen durch helle Beugungs- 


Abb. 1a—f. Lebende Zellen von F#. coli im Phasenkontrast, mit Agar festgelegt, 4000mal. Die zu- 
gehérigen Zellvolumina, Zelliingen und Zelldurchmesser sind den Abb.2 und 4 zu entnehmen 
Die genauen Zeitpunkte der Messungen sind in die Wachstumskurve Abb.1 als Stadien (1) bis (6) 
eingetragen (vorhergehende Arbeit, SCHLOTE 1961a), a Zellen aus der Vorkultur, 24 Std bei 
+ 36° © gewachsen. Zelldichte 5+ 10° Z/em*, Stadium (1); b Zellen 1 Std nach dem Uberimpfen 
von der Vorkultur in 30 em‘ frische peptonhaltige Nihrlésung, die in einen 100 cm*® Erlenmeyer bei 
+ 36° © geschiittelt wird. Zelldichte 2 + 10° Z/cm*, Lag-Phase, Stadium (2); ¢ Zellen 2 Std nach den: 
Uberimpfen. Zelldichte 5+ 10° Z/em*, Beginn der log. Phase, Stadium (3); d Zellen 3 Std nach dem 
Uberimpfen, Zelldichte 4+ 107 Z/em*, Mitte der log. Phase, Stadium (4); e Zellen 6!/, Std nacl 
dem | berimpfen. Zelldichte 4+ 10° Z/em*, Ende der log. Phase, Stadium (5); f Zellen DY Std hiss 
dem Uberimpfen. Zelldichte 5+ 10° Z/em*, Beginn der Ruhephase, Stadium (6) 
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saume, die in das Objekt hineinreichen, unscharf sind, werden ebenfalls 
nicht ausgewertet. Sie liegen auBerhalb der Bildebene. Die groBe Rand- 
unscharfe, die bei solchen NachvergréSerungen auftritt, bringt eine 
zusitzliche nicht objektbedingte Streuung mit in das Ergebnis, weil der 
Messende die Kontrastgrenzen jedesmal neu abschatzen mu. Auch die 
Gradation der Fotopapiere ist von Bedeutung. Halt man aber Belich- 
tungs- und Entwicklungszeiten, Negativ- und Positivmaterial konstant, 
dann werden die MeBergebnisse aus den verschiedenen Wachstums- 
stadien miteinander vergleichbar. 


Befunde 
Zellvolumina 


In Abb.1a—f sind typische Zellgruppen aus sechs verschiedenen 
Phasen einer wachsenden Kultur dargestellt. Abb. 2 gibt die Streuung der 
Zellvolumina fiir diese sechs Stadien an. Eine oberflachliche Betrachtung 
der Kurven bestatigt zunachst die eingangs erwahnte Tatsache, daB 
Zellen aus der Hauptwachstumsphase am groBten sind. Geht man ins 
Hinzelne, dann stellt sich heraus, dai alle Kurven mehrere Gipfel be- 
sitzen. Die Abszissen fiir die jeweiligen Gipfelpunkte wurden in Tab. 1 


Tabelle 1 


Lie tsi eT eal Bon 


Maximum Mittel 

Vt 17 | 17 17 17 
Obes | 23 3218 22,4 
3 30 30 30 30 30 29,2 29.6 
4 | 38 42 40 38,2 39 
5 46 48 47 50 53 
6 60 63 62 62 65,6 68 
i; 85 80 83 87 90 
8 110 120 120 italy iil} 119 
9 155 160 158 148 154 


nebeneinandergestellt und Mittelwerte fiir das 1.—9. Maximum gebildet. 
Tragt man darauf die Mittelwerte gegen die zugehérigen Ordnungszahlen 
(1.—9. Maximum) im halblogarithmischen Mafistab ab und verbindet die 
Kurvenpunkte miteinander, dann erhalt man in sehr guter Naherung 
eine Gerade (Abb.3). Die Steigung der geometrischen Reihe, welche ihr 
zugrundeliegt, betragt 1,31—1,32. Die Reihe selbst lautet: 


V=V,-d"" 
Hier liegt rhythmisches Zellwachstum vor. Bis in die mittlere logarith- 


mische Wachstumsphase hinein hat sich das Zellvolumen starker ver- 
eroBert als die Zellzahl, es sind groBe Zellen mit einem Volumen von 


maximal V = V,- 1,318 entstanden. 
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Da Zellen aus der spiten logarithmischen Wachstumsphase wesentlich 
kleiner sind, sollte in ihr eine betrachtliche Zellzerteilung beginnen und 
sich bis in die spate Ruhephase hinein fortsetzen. Zum Teil ist diese Fol- 
gerung richtig. In der Ruhe- 
phase diirften jedoch noch 
ZeNVORMTER andere Prozesse an der rhyth- 
mischen Reduktion des Zell- 
volumens_ beteiligt gewesen 
sein. 

Zu den Stadien 5 und 6 der 
Wachstumskurve (Abb.1 der 
vorangegangenen Arbeit, 
ScHLOTE 1961) gehort eine Zell- 
dichte von 4—5- 10° Z/cem%, 
zum Stadium 1 eine solche von 
5,5-109 Z/em*. Stadium 1 folgt 


S 
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Abb. 2 Abb. 3 


Abb.2. Zellvolumen von #. coli in sechs verschiedenen Altersstadien (7) bis (6) einer Kultur, 
deren Wachstumskurve in Abb.1 der vorhergehenden Arbeit angegeben ist. Die einander un- 
gefiihr entsprechenden Gipfelpunkte der Kurven sind durch Pfeile gleicher Abszisse gekennzeichnet. 
Die Ve rteilungskurve (J) ist deutlich zweigipflig mit Maxima bei 0,35 und 0,45 °. Der dritte Gipfel 
bei 0,5 “ist angedeutet. Das zweite und dritte Maximum dieser Kurve findet man wieder in Kurve (6), 
die dazu noch zwei weitere Gipfel bei 0,8 und 1 s° andeutet. Kurve (5) besitzt dieselben Maxima wie 
Kurve (6), jedoch liegt der Schwerpunkt deutlich bei héheren Volumina. Kurve (4) ist anscheinend 
zu den niedrigen Werten hin durch Zellen des 0,8 und 1 «"-Maximums verbreitert. Sie besitzt zwei 
sehr deutlich ausgeprigte Maxima bei 1,35 und 2‘, ein drittes ist bei 2,7 «* angedeutet. Kurve (3) 
besitzt einen Gipfel bei etwa 2 4“, einen zweiten bei etwa 2,7 «*. Nach links und rechts liuft sie breit 
aus. Kurve (2) besitzt, soweit die geringe Zellzahl eine Aussage gestattet, Maxima bei 1 und 1,4 1°. 
Sie liuft ebenfalls nach beiden Seiten breit aus. Die Kurven (4), (6) und (7) unterscheiden sich be- 
triichtlich in der Lage ihrer Maxima. Die Zelldichte ist in allen Stadien nahezu dieselbe 
Abb.3. Die Gipfelpunkte der Zellvolumen-Verteilungskurven (Abb.2) sind in der Reihenfolge ihrer 
GréBe geordnet und die Ordnungszahlen der aufeinander folgenden Maxima als Ordinaten gegen die 
Logarithmen der zugehérigen Zellvolumina als Abszissen aufgetragen. Die Kurvenpunkte lassen sich 
zu einer Geraden verbinden, Die Zellvolumina der Bakterien kénnen somit in eine geometrische Reihe 
eingeordnet werden. Die Steigung der Reihe betrigt 1,31 
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auf Stadium 6, wenn man dieselbe Kultur weiterwachsen liBt bis zum 
anderen Morgen (bis zum Alter von 24 Std). Vom Ende der logarithmischen 
Wachstumsphase bis zur spiten Ruhephase hat sich also die Zelldichte 
nur um rund 20°/, vergréBert. Das Zellvolumen liegt in der spaten Ruhe- 
phase jedoch um 2—3 Maxima unter jenem vom Ende der logarith- 
mischen Wachstumsphase. Wiirden auch hier rhythmische Abnahme des 


o<— 


\ 
GE G7 08 GF jf 4 ee jibe 5 
Abb. 4. Zelldurchmesser und Zellange von Z. coli in den Altersstadien (7) bis (6) einer Kultur, deren 
Wachstumskurve in Abb.1 angegeben ist. Die einander ungefihr entsprechenden Gipfelpunkte der 


Kurve sind durch Pfeile gleicher Abszisse gekennzeichnet 


Rechts: Zellinge. Die Gipfelpunkte der Kurven (1), (5) und (6) korrelieren miteinander. Das soll 
durch die Pfeile gleicher Abszisse angedeutet werden. Mit jenen der Kurven (2) bis (4) lassen sie sich 
nicht vergleichen. Das Phasenkontrastbild zeigt den Grund (Abb.1b—d): Kulturen dieses Alters 
enthalten sehr viele sich teilende Zellen. So ist das 4,7 u-Maximum der Kurve (3) durch Zellen ent- 
standen, deren Einschniirung derartig schwach angedeutet ist, daB sie noch als ganze Zellen gewertet 
werden miissen, das 3 ~-Maximum derselben Kurve dagegen durch Zellen, die zu zweit so lose zu- 
sammenhangen, daB sie als zwei einzelne Zellen gewertet worden sind 


Links: Zelldurchmesser. Die Kurven fiir die Zelldurchmesser zeigen klare Verhaltnisse: Ausgewachsene 
Vorkulturen enthalten Zellen, die vornehmlich 0,6 ~ dick sind. Zu den gr6éBeren Werten hin ist die 
Kurve jedoch asymmetrisch, hier ist ein zweites Maximum bei vielleicht 0,64 ~« Durchmesser ganz 
schwach angedeutet. Die Kurven (2) bis (6) kénnen gemeinsam behandelt werden. Sie enthalten 
Gipfel bei 0,77 ~, 0,82 u, 0,92 “, deren Hohe sich mit zunehmendem Alter von den gro8eren zu den 
kleineren Werten hin verschiebt. Die Stadien (6) und (Z) enthalten nahezu dieselbe Zellzahi je 
Kubikzentimeter, etwa die gleiche Zellinge, jedoch sehr verschiedene Zelldurchmesser. Das Zell- 
volumen nimmt von den gerade ausgewachsenen zu den 24 Std alten Kulturen vornehmlich auf 
Kosten der Zelldicke ab, sehr viel weniger auf Kosten der Zellinge 
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Zellvolumens und Zellzerteilung miteinander verbunden sein, dann 
hatten vom Stadium 5 oder 6 bis zum Stadium 1 die Mehrzahl der Zellen 
noch 2—3 Teilungen durchmachen miissen, die Zelldichte hatte auf das 
4—8fache ansteigen sollen, also bis auf 2—4 - 101° Z/cm*. Derart hohe 
Zelldichten wurden niemals beobachtet. Demnach ist das Zellvolumen 
in der Ruhephase anders als durch Zellzerteilung auf das 1:1,31? bis 
1:1,31%fache reduziert worden. Es scheint, als ob hierbei autolytische 
Prozesse beteiligt sind. Diese Frage muB weiter unten (S. 315) ausfiihrlich 
diskutiert werden. 
Liinge und Breite der Zellen 


Das Zellvolumen haingt von Linge und Breite einer Zelle ab. Um zu 
priifen, welche der beiden Komponenten fiir das rhythmische Wachstum 
verantwortlich ist, wurden getrennte Verteilungskurven gezeichnet 
(Abb.4). Ausgewachsene oder fast ausgewachsene Kulturen enthalten 
Zellen; deren Lingen sich um feste Mittelwerte anordnen lassen (Kurven 
1, 5 und 6, dort die senkrechten Pfeile). In der Hauptwachstumsperiode 
einer Kultur dagegen (Stadium 2 und 3) streut die Lange der Zellen stark, 
weil sich die Mehrzahl der Bakterien (Abb. 1c und d) in Teilung befindet. 

Dennoch gruppieren sich auch die Zellvolumina aus der friihen und 
mittleren logarithmischen Wachstumsphase befriedigend gut um Werte, 
die in die geometrische Reihe eingeordnet werden kénnen. Da das Zell- 
volumen linear zur Linge, jedoch mit dem Quadrat des Durchmessers 
wachst, so hat eine Streuung in der Lange weniger EinfluB auf das Er- 
gebnis als eine Variation des Durchmessers. Dieser veraindert aber, wie 
man aus den Kurven 2—6 der linken Seite von Abb.4 ablesen kann, seine 
GroBe sprunghaft. Fast alle Kurven sind mehrgipflig. Selbst Kurve 1 ist 
nicht streng symmetrisch. Kurve 6 hat ihr Hauptmaximum bei 0,77 uw; 
Kurve 5 ebenfalls, daneben gewinnt aber ein Gipfel bei 0,82 «4 an Hohe. 
Er beherrscht das Bild in Kurve 4. In Kurve 3, mehr noch in Kurve 2 
wird ein weiterer Gipfel, der bei 0,92—0,95 w liegen diirfte, zunehmend 
deutlicher. Die Durchmesser der Zellen aus den Stadien 2—6 gruppieren 
sich damit um verschiedene Mittelwerte. Sie sind es, die in erster Linie 
das rhythmische Zellwachstum bestimmen. 


Zusammenstellung der Befunde 

1. Alle Zellen aus geschiittelten Fliissigkeitskulturen von E. coli ent- 
halten als Kernaquivalent relativ dicke Faden. 

Wahrend der mittleren logarithmischen Wachstumsphase reicht in 
fast allen Zellen das Cytoplasma bis unmittelbar an die Faden heran. 

Zum Ende der logarithmischen Wachstumsphase hin bilden sich um 
die Faden herum schmale lichte Bereiche, die Hellzonen genannt werden. 
In der frithen Ruhephase sind diese Hellzonen gréBer geworden und 
nehmen einen zusammenhangenden Raum ein. 
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In der mittleren und spaten logarithmischen Wachstumsphase ent- 
halten die Hellzonen aller Zellen ausschlieBlich Faden. In der friihen 
Ruhephase kénnen dort neben zumeist diinnen Faden auch sehr dichte 
amorphe Klumpen liegen. 

Diese Daten bestatigen und erweitern die Befunde von PREuSSER 
(1958 a,b, 1959). 

2. In ein und derselben Zelle werden gewohnlich nebeneinander 
Fadenenden von verschiedener Stirke gefunden. Diinne Faden gehen aus 
dicken durch Laingsspaltung hervor. Alle Faden bestehen aus zahlreichen 
Untereinheiten, deren diinnste unter 3 my stark sein diirfte. Hine Ver- 
teilungskurve fiir die Durchmesser aller meBbaren Fadenenden besitzt 
mehrere Maxima. Diese stehen, mit Ausnahme eines nicht verwirklichten 
Wertes von 7 my, zueinander im Verhaltnis von 1 :y2 und verhalten sich 
damit so, als ob jeder Faden aus dem nachst diinneren durch Verdopplung 
der Querschnittsflaiche, also bei gleicher Lange durch Volumenverdopp- 
lung hervorgegangen sei. Hieraus wird auf einen polytiénen Aufbau der 
dicken Faden geschlossen. 

3. Bisher wurden zwei besonders auffallende Anordnungen von Faden- 
enden gefunden. Sie lassen sich als Schnitte durch Einfachschrauben mit 
geringer bis groBer Steigung bzw. als Schnitte durch elliptisch verzerrte 
Ringe deuten. Es gelingt, diese Stadien zu Bildern von sich teilenden 
Zellen in Beziehung zu setzen. Man kommt so zu einem vorlaufigen 
Schema, welches die Bewegungen beschreibt, die von den Faden zur 
Zellteilung ausgefiihrt werden. 

4. Die Zellen von ZL. coli sind unter den hier verwendeten Kultur- 
bedingungen in der friihen logarithmischen Wachstumsphase am groBten, 
in der Ruhephase am kleinsten. In Verteilungskurven fiir die Zellvolu- 
mina fanden sich bisher neun Maxima. Sie lassen sich in eine geometrische 
Reihe einordnen, deren Steigung etwa 1,31 betragt. Es liegt rhythmisches 
Zellwachstum vor. 

5. GroBe Zellen enthalten mehr Fadenenden als kleine Zellen. 

In Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase scheinen die 
Fadenenden imallgemeinen dicker zu sein als in Zellen aus der Ruhephase. 

Quantitative Angaben iiber Fadenzahl und mittlere Fadenstiarke je 
Zelle sind zur Zeit aus methodischen Griinden nicht méglich. 


Deutung der Befunde 
A, Verhalten gealterter Zellen nach erneuter Nahrstoffzufuhr 
Fine Zelle aus der fortgeschrittenen Ruhephase mit groBer Hellzone 
und diinnem Faden werde in frisches Nahrsubstrat tiberfiihrt. Alsbald 
kommt es zu reger Synthese von Cytoplasma (PREUSSER 1958b). Die 
Hellzone wird kleiner. Sie fiillt sich nach und nach mit Cytoplasma auf. 


Gleichzeitig damit wird anscheinend der Faden durch synchrone Ver- 
21* 
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dopplung seiner diinnsten Hinheiten hdher polytén. Diese Vermutung 
wird durch den Befund nahegelegt, daB die Zellen in der Lag-Phase 
zunichst rhythmisch zu wachsen beginnen, ohne sich zu teilen (Abb. 2, 
Kurve 1 und 2, MeSpunkt 1 und 2). Ergebnisse von SPIEGELMAN et al. 
(1958) sowie von Frrz-J ames (1958) iiber die Zunahme der DNS in frisch 
iiberimpften Zellen weisen in die gleiche Richtung. 


Erst von einem relativ hohen Polytaéniegrad an wird offenbar der 
Zusammenhalt des Fadenbiindels zunehmend lockerer, und die Tendenz 
zur Langsspaltung beginnt zu iiberwiegen. Damit kénnen dann zwei von- 
einander getrennte Faden entstehen, die nun, jeder fiir sich, jedoch 
synchron, in der Zelle weiterwachsen. MiiBten sie sich von nun an nach 
jeder Verdopplung ihres Volumens mit Notwendigkeit teilen, dann diirf- 
ten in den Zellen einer stark wachsenden Kultur nicht mehr als zwei 
Fadenstarken, die sich um y2 unterscheiden, zu finden sein. Je nachdem, 
welche Zeit ein diinner Faden braucht, um seine Masse zu verdoppeln, und 
wie lange er dann als dicker Faden ungespalten in der Zelle zu liegen 
vermag, sollte im Mittel der geringere oder der gréBRere Durchmesser 
haufiger sein. 


Wegen der groBen Geschwindigkeit, mit der die Prozesse der Cyto- 
plasmasynthese und der Fadenverdopplung in der logarithmischen Phase 
ablaufen (vgl. die Wachstumskurve Abb.1 in der vorangegangenen 
Arbeit, ScHLoTE 1961), ist aber auch denkbar, daB zwei Spalthalften 
gelegentlich von ihren Enden her mit erneuter Selbstverdopplung 
begonnen haben, bevor noch der Mutterfaden ganz durchgeteilt war. 
Manche Befunde lassen sich so am besten deuten. Es hat ferner den 
Anschein, als ob bei besonders reger Cytoplasmasynthese Faden ab- 
schnittsweise so aufgelockert sein kénnen, daf sie einen Plasmarest 
zwischen ihre Untereinheiten einschlieBen, der sogar bei milden biochemi- 
schen Aufarbeitungsverfahren an ihnen haften bleibt (SPIEGELMAN et al. 
1958, Deutung von KELLENBERGER 1960). 


Uberwiegt in spiteren Phasen die Tendenz zur Fadenspaltung, dann 
sollten polytiine Faden mehrfach kurz hintereinander aufgetrennt werden 
kénnen. Auch unter solchen Umstinden kénnten Fadenenden von mehr 
als zwei Durchmessertypen nebeneinander in derselben Zelle gefunden 
werden. 


Neben der Cytoplasmasynthese liuft ein ProzeB ab der von Zeit zu 
Zeit die Zellen quer durchschniirt. Seine Geschwindigkeit wird von den 
Kulturbedingungen bestimmt. In sauerstoffreichem Milieu erhalt man 
in den frithen Abschnitten eines Kulturwachstums sehr lange von 
Cytoplasma vollgepfropfte Zellen, in stickstoffreicher Umgebung, anaerob, 
kommt es auch dort nur zur Ausbildung von relativ kurzen plasmaarmen 
Zellen mit groBen Hellzonen (PREUSSER 1959). Demnach férdert Sauer- 
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stoff die Synthese von zelleigener Substanz mehr als jene Prozesse, 
welche die Zellzerteilung einleiten und durchfiihren. 


B. Verhalten der Zellen bei Wachstumsstillstand 


Sobald die Wachstumsbedingungen ungiinstiger werden, also von der 
Mitte der logarithmischen Phase an (Stadium 4, Abb.1 der vorangegan- 
genen Arbeit, ScuLoTE 1961), 1aBt die Synthese von zelleigener Substanz 
nach. Die Zellzerteilungsprozesse laufen jedoch weiter und beginnen nun, 
die langen fadenreichen Zellen zu verkleinern. Ihr Volumen sinkt rhyth- 
misch um den Faktor 1,31. Am Ende der logarithmischen Phase ist ein 
Stadium erreicht, in dem viele Zellen allem Anschein nach nur noch einen 
einzigen hochpolytaénen Faden enthalten. Hier andern sich die AuBen- 
bedingungen sprunghaft. Der py-Wert steigt (Abb.1, ebenda) in kurzer 
Zeit auf hohe Werte an. Jede weitere Zellzerteilung wird eingestellt. Die 
aufbauenden Prozesse beginnen, ihre Richtung umzukehren. Zellstruktur 
wird abgebaut, Autolyse setzt ein (KANDLER et al. 1956). Das Cyto- 
plasma, welches noch in der Mitte der logarithmischen Phase bis an die 
Faden heranreichte, weicht zuriick, es entstehen Hellzonen. Sie wachsen 
an und verschmelzen um den Faden herum zu einem einzigen gro8en 
lichten Bereich (vgl. auch WixKrnson u. Duaurip 1960). Der auf Abbau 
gerichtete Stoffwechsel macht offenbar auch vor der Fadensubstanz 
nicht halt (vgl. SmvsHErmeER 1960). Es kommt zur Bildung amorpher 
Massen, die sich in oder an den Faden zu Klumpen verdichten (Abb. 11¢ 
der vorangegangenen Arbeit, ScuLtoTe 1961, siehe auch die mehrere 
Klumpen enthaltende Ellipse in der einen Zelle von Abb.4 ebenda). 

In dieser stationéren oder Ruhephase nimmt das Zellvolumen trotz 
gleichbleibender Zelldichte noch weiter rhythmisch ab. Sofern der Poly- 
tainiegrad des chromosomalen Fadens und das Zellvolumen auch hier 
in einer festen Beziehung zuecinander stehen, muB man annehmen, da 
der polytane Faden nach und nach bis in seine diinnsten Einheiten zer- 
legt wird und jeweils die eine Halfte des Fadens verschwindet, bevor die 
andere Halfte neu aufspaltet. Diese Deutung stimmt qualitativ tiberein 
mit cytochemischen Messungen, wonach die DNS-Menge je Zelle in der 
spiten Ruhephase abnimmt (SINSHEIMER 1960). 

Die cytologische Hinheit von E.coli wire demnach die kleinste ver- 
mehrungsfihige Zelle. Sie diirfte nur mehr einen einzigen funktionstiichtigen 
diinnsten Faden enthalten. Zellen dieser Art sind in der spdten Ruhephase 
einer Kultur zu suchen. Alle anderen Zellen von E. coli diirften ein Viel- 
faches vom Fadenvolumen der diinnsten Hinheit besitzen. 


CO. Die Zellteilung 


Der Ablauf der Zellteilung bei Z. coli soll zunachst ohne einschran- 
kende Bedingungen so dargestellt werden, wie er auf Grund der Befunde 
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verlaufen kénnte (Abb.11—13 der vorangegangenen Arbeit, SCHLOTE 
1961). Ein Faden, iiber dessen Lange weiter unten gesprochen werden 
soll, legt sich so zurecht, daB groBe Teile von ihm in einer die Langsachse 
der Zelle enthaltenden Ebene eine Art von Ellipse beschreiben (Abb. 13,2). 
Darauf teilt er sich der Lange nach durch (Abb. 13,3). Die beiden Tochter- 
faden bleiben eine Zeit locker gepaart nebeneinander liegen (Abb. 13,3), 
um dann aneinander voriiberzugleiten (Abb.13,4). Die gleichnamigen 
Enden wandern unter die einander gegeniiberliegenden Zellpole. Dabei 
wachst die Zelle in die Lange. Immer noch ist die Anordnung elliptisch, 
nur daf sie jetzt von zwei homologen Faden ausgefiihrt wird, die von- 
einander durch Cytoplasma getrennt sind. Es ist gewissermafen eine 
elliptische Anordnung zweiter Art entstanden. Nach einer Zeit beginnen 
die Faden, sich von ihren unter den Zellpolen liegenden homologen 
Enden her zu je einer einfachen lockeren bis engen Schraube zusammen- 
zuziehen (Abb. 13,5), deren Durchmesser etwa ein Drittel des Zelldurch- 
messers betragt. SchlieBlich werden die letzten noch nicht aufgewundenen 
Fadenenden in der Mitte der Zelle, die dort bereits beginnt, sich ein- 
zuschniiren, aneinander voriibergezogen (Abb. 13,6). Beide Faden sind 
jetzt vollends jeder in einer Tochterzelle angekommen und dort zu einer 
Schraube aufgewunden. Sobald das letzte Fadenende die Einschniirungs- 
stelle passiert hat, teilt sich die Zelle durch (Abb. 13,7). 

Die beiden Tochterzellen wachsen nun heran. Die Steigung der 
Schraube, in die sich der Faden gelegt hat, wird gréBer (Abb. 13,1). Nach 
einiger Zeit treten wiederum Bedingungen auf, die zur Umlagerung des 
Fadens in eine mehr ringférmige ,,elliptische‘‘ Anordnung (erster Art) 
fiihren (Abb. 13,2). Damit ware der Kreislauf geschlossen. 

Leider ist die Seriierung der Stadien, die diesem Schema zugrunde 
liegt, zunachst mehr eine Konstruktion und beruht nicht auf unmittel- 
barem Verfolgen des Zellwachstums, denn selbst in einer geschiittelten 
Kultur von definiertem Alter kommen nebeneinander Zellen vor, 
die ihrer GroBe nach zu verschiedenen Maxima der Verteilungskurve 
gehéren, also offenbar verschieden hohe Polytinie- oder Ploidie- 
grade besitzen. Es ist deshalb z. B. unsicher, ob gerade vom Stadium der 
Abb. 11¢ (vorangegangene Arbeit, Scutore 1961) aus ein direkter Weg 
bis zur Phase von Abb. 12d fiihrt. Ferner gehért das sehr lange Bakterium 
der Abb. 11a sicher nicht zu demselben Kollektiv wie das von Abb. 11b. 
Worauf es ankommt ist, zu zeigen, dal es mehrere typische Faden- 
anordnungen in der Bakterienzelle gibt. Sie lassen sich als Augenblicks- 
bilder von Bewegungen auffassen, die wihrend der Zellteilung eine 
saubere Trennung identischer chromosomaler Strukturen erméglichen. 
Die Hilfsannahme wird eingefiihrt, daB zwei neu entstandene nahe 
beieinanderliegende identische Faden nicht durch Spindelfasern quer zu 
ihrer Langsachse auseinandergezogen werden, wofiir keinerlei Befunde 
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sprechen, sondern aneinander vorbeigleiten und mit gleichnamigen Polen 
in die einander gegeniiberliegenden Zellenden einwandern. 

Diese Vorstellungen decken sich mit den lichtmikroskopischen 
Befunden von Rosrinow (1956). Er lie8 Sporen von Bac. megaterium aus- 
keimen, bestimmte mit der Linge des Keimschlauches das jeweilige 
Zellalter und hatte damit eine Méglichkeit in der Hand, die verschiedenen 
Formen der ,,Chromatin Bodies‘ im Keimschlauch zu seriieren. Die 
Nummern 9—19 seiner Abb.5 konnen unmittelbar herangezogen werden. 
Nr. 9 enthalt zwei Chromatin Bodies. Es sind zwei quer zur Langsachse 
der Zelle orientierte Stabchen. Man kann den linken Chromatin Body 
vergleichen mit einem eng aus zwei oder drei Windungen aufgewickelten 
Faden aus einer Zelle, wie sie in Abb.11c meiner vorangegangenen 
Arbeit (ScHLOTE 1961) abgebildet ist. In Nr. 10 (RoBINow) hat sich das 
linke Stabchen in Richtung der Langsachse der Zelle verbreitert. Das 
Lichtmikroskop zeigt zwei noch fast miteinander verschmolzene Stab- 
chen. ,,Die enge Schraube hat sich aufgelockert“’ méchte man vom 
Elektronenbild her sagen. Bei Nr. 11 (RoBiINnow) ist der ProzeB weiter 
fortgeschritten. Im Lichtmikroskop sind zwei Windungen einer Schraube 
deutlich zu erkennen. Nr. 12 zeigt etwa dasselbe noch einmal unter 
einem etwas anderen Blickwinkel. Diese beiden letzten Chromatin 
Bodies sind dem Elektronenbild Abb.11d meiner vorangegangenen 
Arbeit (ScHLoTE 1961) sehr ahnlich. Der rechte Chromatin Body geht 
schon in die elliptische Phase tiber. Sie dauert fiir den linken Chromatin 
Body von Nr. 13 bis Nr. 16 (Roprnow). In Nr. 17 ziehen sich in ihm die 
beiden Faden, die in den vorausgegangenen Stadien entstanden sein 
miissen, auseinander. Bis zu Nr. 19 ist dieser ProzeB abgeschlossen und 
die nun raumlich voneinander getrennten Faden sind jeder fiir sich 
wieder zu engen Schrauben aufgewunden, die im Lichtmikroskop nur 
als zwei quer zur Liangsachse ausgerichtete Stabe zu erkennen sind. 

Hier sind weiter die Ergebnisse von GIESBRECHT u. PIEKARSKI (1958) 
anzufiihren. Die Autoren fanden in Diinnschnitt-Elektronenbildern von 
Bac. megaterium Faden von 15, 30 und 38myu Durchmesser, die im 
Inneren von Hellzonen, welche geradezu kernartig anmuten, Einfach- 
schrauben beschreiben. So sind in den beiden Halften einer sich hantel- 
formig einschniirenden Hellzone zwei 38 my starke Faden enthalten. 
Ihre Enden scheinen soeben in der Einschniirungsstelle aneinander 
vorbeigeglitten zu sein. Der eine dicke Faden hat sich in der linken 
Hellzone zu drei Windungen aufgewickelt. Dies Bild 148t sich unmittel- 
bar mit dem hier beschriebenen Verhalten chromosomaler Faden wahrend 
der Zellteilung vergleichen, und auch die Fadenstérken passen im 
Rahmen des MefBfehlers zu der geometrischen Reihe der Fadendurch- 
messer. Elliptische Stadien wurden von den Autoren bisher nicht 
gefunden. Von einer Beschreibung der Zellteilung sehen sie ab und sind 
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nur der Ansicht, daB ein aufgewickelter und ein nicht aufgewickelter 
Zustand der chromosomalen Faden miteinander abwechseln. 


D. Polytinie, Polyploidie, Fadenzahl, Fadenlinge 

Der Polytaniegrad eines dicken chromosomalen Fadens 1aBt sich ab- 
schaitzen. Seine Komponenten sind vermutlich DNS und Polyamine 
(Ags et al. 1958, 1960; Witkuss et al. 1959; ZuBay et al. 1959; CAVALIERI 
et al. 19591). Das diinnste Element kann damit nicht dinner sein als eine 
DNS-Doppelschraube von Watson u. Crick, die von einer Polyamin- 
kette umhiillt wird. Legt man dafiir das Modell von WiLKrvs (1956, vgl. 
auch LANGERIDGE et al. 1957) zugrunde, das allerdings fiir die Kombina- 
tion DNS-Histon bzw. DNS-Protamin entwickelt wurde, so kommt man 
zu einem Fadendurchmesser von 2,5 my. Allenfalls kénnte die diinnste 
Einheit aus einer einzelnen Polynucleotidkette bestehen, die hier dann, 
anders.als beim Phagen ®X 174 (SINSHEIMER 1959), von wenigstens einer 
Polyaminkette begleitet sein sollte. Dies ist auf Grund der bisher vor- 
liegenden genetischen und biochemischen Befunde iiber das Genom 
bzw. die DNS der Bakterien (SINSHEIMER 1960) jedoch unwahrscheinlich. 
Die Beziehungen zwischen Fadendurchmesser und Zahl der Unterein- 
heiten waren dann z.B. wie folgt darzustellen (Tab. 2): 


Tabelle 2 
a 2. 3. 4, 5. 6. Ts 8. 9. Maximum mit 
2,5—3,54—5 —7,1—10—14,1—20—28,2—40 mu Fadendurchmesser und 
1 24S MIG” oa Often ceu0 Untereinheiten 


Die Frage, wieviel Genome ein bestimmtes Bakterium enthalt, kann 
bei dem gegenwartigen Stand der Technik nicht eindeutig beantwortet 
werden. Zahlreiche Bilder von Roprnow (1956, 1960), KELLENBERGER 
(1955), pe LamaTER (1951, 1956), Murray (1960) und anderen lassen 
in herangewachsenen Zellen von Bac. megaterium eine gréBere Anzahl 
von Nucleoiden erkennen. Die Befunde von LepmrBEre (1947, 1951), 
LEDERBERG et al. (1955), WoLLMAN u. Jako (1956), JAKOB u. WOLL- 
MAN (1957), welche wahrscheinlich machten, da die Erbanlagen von 
H. coli K 12 auf einem einzigen Lineom angeordnet sind, stehen dazu 
nicht im Widerspruch. Denn Rosryow konnte zeigen, dal sich alle 
Nucleoide der groben Zellen, auch wenn sie scheinbar wirr durchein- 
anderliegen, aus der mehrfach wiederholten Teilung des ersten aus einer 
Spore ausschliipfenden Kernaquivalents ableiten lassen. Die gréBten 
der von ihm abgebildeten Zellen mégen zwischen 10 und 30 derartige 
balken- bis fadenformige Kernaiquivalente enthalten. 


1 Dusin et al. 1960; Zrixra et al. 1959; Conmn et al. 1960. 
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} Bei héheren Organismen sind Ploidiegrad und mittleres Kernvolumen 
einander proportional (GEITLER 1953; BressERER 1956), wenn auch funk- 
tionell bedingte Abweichungen vorkommen (Lipp 1953), die die Streuung 


Abb.5. Diese Zellen stammen von der Mitte der logarithmischen Wachstumsphase einer mit Sauerstoff 
beltifteten Kultur. Ihr Volumen ist groB. Ihre Fadenzahl ist ebenfalls mit Sicherheit gréBer als die 
von Zellen, welche zu Beginn der Ruhephase fixiert wurden. a Diese Zelle ist mehr median 
geschnitten als die Zelle der Abb. 5b. Die Faden sind hier vornehmlich quer getroffen (Q); b Hine 
gréBere Anzahl von Fadenenden liegt unordentlich im Cytoplasma der Zelle umher. Die sie begleiten- 
den Hellzonen stehen zum Teil miteinander in Verbindung (obere Halfte der Zelle), zum Teil nicht. 
Der Durchmesser der Zelle (b) ist geringer als der der Zelle (a): Hs ist ein Kappenschnitt. 
Dementsprechend findet man mehr lings getroffene Fadenenden (L) 


vergroBern. Sofern ahnliche Verhaltnisse auch bei den Bakterien gelten, 
sollten Zellen mit z. B. 32 Kernaquivalenten ein Volumen besitzen, 
welches sechs GréBenklassen tiber dem von einkernigen Zellen liegt. 
Unter den hier angegebenen Kulturbedingungen traten bei LF. coli 
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jedoch neun GroRenklassen von Zellvolumina auf (Abb.2, 3). Da Zellen 
der kleinsten GréBenklasse mindestens ein Lineom besitzen miissen, 
so sollten in den Zellen der neunten GroBenklasse wenigstens 256 Lineome 
zu finden sein. Tatsachlich enthalten aber die groBten Zellen sehr viel 
weniger, dafiir jedoch relativ dicke Faden (Abb.5a—b). Kleinere Zellen 
besitzen offenbar nur einen einzigen dicken Faden (Abb.7a—c; Abb. 11 
der vorangegangenen Arbeit, ScHtoTE 1961). In den kleinsten Zellen 
aus der spiten Ruhephase sind die Hellzonen fast frei von fadigem 
Material (PREUSSER 1958). Die aus dem rhythmischen Zellwachstum zu 
fordernden Werte fiir den Ploidiegrad stimmen also der GréBenordnung 
nach mit den Befunden der Elektronenmikroskopie iiberein. Anders als 
bei héheren Organismen wiirden jedoch hier Polytanie und Polyploidie 
flieBend ineinander iibergehen und der Ploidiegrad selbst ware dem 
Volumen der ganzen Zelle proportional. Was im Lichtmikroskop als 
Kernaquivalent in Erscheinung tritt, ware ein polytaénes Chromosom 
von wechselndem Taniegrad. 

Errechnet man aus Linge und Durchmesser eines solchen Bakterien- 
chromosoms die Gesamtmenge an DNS, die es bei dichtester Packung 
enthalten miiBte, dann sollte dieser Wert mit den Angaben der Literatur 
iiber die DNS-Menge je Nucleoid iibereinstimmen. Aus Abb. 11 (voran- 
gegangene Arbeit, SCHLOTE 1961) 1aBt sich der Durchmesser der drei 
von dem Faden beschriebenen Windungen zu je etwa 0,25 uw abschatzen. 
Das wiirde eine Fadenlange von etwa 3 ergeben. GIESBRECHT u. PIEKAR- 
SKI (1958b) sowie GresBRECHT (1959) kamen fiir die auch von ihnen 
gefundenen Einfachschrauben zu einer Fadenlinge von derselben 
GréBenordnung. Den oben beschriebenen lichtmikroskopischen Bildern 
von Ropinow (1956, dort Abb.5 Nr.11 und 12, siehe auch Roprnow 
1960) kann man fiir einen schraubig aufgewundenen Chromatin Body 
von Bac. megaterium eine Lange von héchstens 5 «4 entnehmen. 

Kin Faden von 5u Lange und 28 mu Durchmesser sollte bei 128 Unter- 
einheiten (Tab.2) einen DNS-Faden von insgesamt 5 - 128 = 640 u 
Lange enthalten. Mit 0,34 mu Abstand in Fadenrichtung und einem 
mittleren Absolutgewicht von 10~*1g je Nucleotidpaar waren das 
1,9 - 10° Nucleotidpaare oder etwa 2 -10-% ¢ DNS. 

Stellt man (Tab.3) den DNS-Gehalt verschiedener Bakteriennucleoide 
nach den Angaben der Literatur zusammen und errechnet daraus die 
Gesamtfadenlinge, ferner Fadenlinge und Fadendurchmesser beim 
Vorliegen von Polytinie, entweder nach volliger Dehydrierung, wie in 
den hier gezeigten Elektronenbildern, oder mit einem Wassergehalt von 
80°/) (JORDAN 1955; vgl. KELLENBERGER 1960), wie er im Leben vor- 
liegen mag, so kommt man gelegentlich zu Fadenstarken, die schon in 
Elektronenbildern dargestellt wurden (MAAL@E et al. 1956; PIEKARSKI u. 
GIESBRECHT 1956) und zu Abmessungen von lebenden Nucleoiden, die 
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den Befunden (SprrGELMAN et al. 1958; Mason u. Powrtson 1956 : 
vgl. KeLLENBERGER 1960) nahekommen. Die DNS-Menge je Nucleoid 
ist jedoch von Stamm zu Stamm sehr verschieden. Sie schwankt um fast 
zwei Zehnerpotenzen. Im allgemeinen scheinen die in Elektronenbildern 
tatsachlich gefundenen Fadenstirken unter den aus den chemischen 
Analysen errechneten Werten zu liegen. Hierfiir kommen mehrere Ur- 
sachen in Betracht: 

a) Die Zellkomponenten kénnen bei Dehydrierung und EKinbettung 
schrumpfen. Da die Rechnung von engster Packung der Untereinheiten 
in den aufgefundenen Faden ausgeht, ist diese Deutung unwahrschein- 
lich. 

b) Die Nucleoproteide sind wahrend Fixation und Nachbehandlung 
teilweise aus der Zelle herausgelést worden. Auch diese Deutung ist 
unwahrscheinlich, da die besten Farbungen (Feulgen) von hydrolysiertem 
Kernmaterial stets nach OsO,-haltiger Fixierung erhalten werden 
(Flemmingsche Lésung, siehe auch LEUCHTENBERGER et al. 1955). 

¢) Das an sich hochpolytaéne Chromosom ist in lebenden Zellen mehr- 
fach aufgespalten. Zwischen die Spalthalften hat sich Cytoplasma ein- 
geschoben. Oder aber: der gleichférmig durchlaufende hochpolytane 
Strang wurde bei Fixation und Nachbehandlung in Spalthalften zerlegt. 
Beides fiihrt im Diinnschnittbild zu mehreren Fadenenden von relativ 
kleinem Durchmesser, tauscht also ein diinneres Chromosom vor. Weiter 
unten wird ausfiihrlich dargelegt werden, da wahrscheinlich beide 
Erscheinungen vorkommen. 

d) SchlieBlich ist fraglich, ob Angaben der Literatur iiber den DNS- 
Gehalt der Nucleoide eines Bakterienstammes ohne weiteres auf be- 
liebige Wachstumsphasen iibertragen werden diirfen. So zeigen die Bilder 
von Rosinow (1960) von Clostridium eindrucksvoll, wie verschieden die 
Chromatinmenge eines Nucleoids sein kann. In jungen wachsenden 
Zellen nehmen die Nucleoide ein Volumen von schatzungsweise 0,008 ju? 
ein. Der Zelldurchmesser liegt bei 0,4 u. Unmittelbar vor der Sporen- 
bildung betragt das Volumen des dort stab- oder schraubenformigen 
Nucleoids, das aus der Verschmelzung von zwei oder vier kleineren 
Nucleoiden hervorgegangen sein soll, ungefaihr 0,3 4°. Der Zelldurch- 
messer liegt bei 1 uw. Da das Lichtmikroskop keine Auskunft tiber die 
Anordnung der Fadensubstanz im Nucleoid gibt, sondern nur mehr oder 
weniger ausgedehnte Farbflecke erkennen laBt, sind solche Messungen 
nur als grobe Schétzungen zu werten. Auch dann noch weisen sie jedoch 
eindringlich darauf hin, daB die zwei oder vier Nucleoide, aus denen das 
Sporenchromatin entstand, wesentlich mehr DNS enthalten haben 
diirften, als die Nucleoide der jungen wachsenden Zellen. 

Die Bilder von Rosrnow bestatigen somit die Folgerungen, die aus 
den Befunden dieser Arbeit gezogen wurden: Vom DNS-Gehalt des 
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Nucleoids einer bestimmten Bakterienzelle darf auch nicht niherungsweise 
auf den DNS-Gehalt gleichartiger Zellen geschlossen werden, sofern diese 
und ihre Vorfahren anderen Wachstumsbedingungen unterworfen waren. 

In diesem Rahmen ist die Ubereinstimmung zwischen den morpho- 
logischen Befunden tiber Fadenlinge und -durchmesser und den chemi- 
schen Analysenwerten iiber die DNS-Menge je Bakteriennucleoid 
befriedigend. 


Tabelle 3 
Ordnungszahl 1 FP ee eh ee Pe 
Polytiniegrad | 
Gehalt an gleich- 


wertigen DNS- 
Strangen nach 
WATSON u. CRICK} 1 a 16 | 64 |256)1024 |4096 
Fadendurchmesser 
bei engster 
Packung 2,5 | 5 10 | 20 | 40} 80/ 160| mu 
Fadendurchmesser 
bei 80°/, Wasser- 
gehalt 5,6 {11,2 | 22,4) 45 | 90} 180) 360 | mu 
geforderte Faden- 
lange bei Gramm 
DNS je Nucleoid: 


Py Kiet 670 | 167} 42) 10,3 2,6) 0,65) 0,17) 1 Haemophilus infl.t 
1,14 10 3800 | 950} 240) 59 | 15) 3,7 | 0,9 | w Salmonella* 

2,5 -10—4 8300 |2100 | 520 130 | 33) 8,1 | 2,0 | « Clostridiwm® 

tf Sake 23000 |5750 |1440 |360 | 90 |22,5 | 5,6 | uw Bac. megaterium* 


2 
Nach: } ZAMENHOF (1956); Gooapat et al. (1956); 2 Lark u. Maaton (1956); 
3 Wess (1953); 4 SpreGELMAN et al. (1958). 


E. Bau der chromosomalen Fiden, Spaltebenen 


Die Ergebnisse der den Fadenbau betreffenden Befunde mégen kurz 
an Hand eines Schemas diskutiert werden (Abb.6). Die rechte Seite des 
Bildes stellt einen sich mehrmals lings aufspaltenden Faden dar. Da 
innerhalb einer Zelle Fadenstirken, die sich um y2 unterscheiden, 
bevorzugt vertreten sind, soll der Durchmesser der Zweige 1. Ordnung 
um /2 kleiner gezeichnet werden, der Durchmesser der Zweige 2. Ord- 
nung um (/2)* kleiner und so fort. Man kann diese Lingsaufspaltung in 
Gedanken weiterfiihren bis zu einem diinnsten Durchmesser a und kommt 
so zu einer streng dichotomen Verzweigung. 

Da offenbar am Ende der logarithmischen Wachstumsphase und in 
der friihen Ruhephase zahlreiche Zellen nur einen einzigen polytinen 
Faden enthalten, so mul die groBe Zahl von Fadentypen, die man findet, 
auf mehrfache artefiziell oder biologisch bedingte Aufspaltung zuriick- 
gefiihrt werden. Wenn ein Faden vornehmlich so spaltet, daB sich die 
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Durchmesser der Seitenzweige 1. und héherer Ordnung mit dem Durch- 
messer des Stammfadens in eine geometrische Reihe der Steigung /2 
bringen lassen, dann miissen alle aus mehreren Untereinheiten zusam- 
mengesetzten Faden Zonen bevorzugter Spaltbarkeit besitzen. 

Man kann versuchsweise annehmen, da& zwei Tochterfiden vom 
Augenblick ihrer Entstehung an das Vermégen, sich aneinander zu 


Durchmesser _ PNY BS, ithe: 
‘ia ae) a) eae UA a/ Yu A/ / / He Ve 
ave hal bab oe ave gave —_ eae” 
2a | Woe J | yt 
/ a 
Zav2 \zele aps / 
Lintoche 
Ero 2 ; “ — Léngsspaltung 
und / 
4a Neusynthese at [4a 
von Ende her \ oh / 
Nia | 
40QVE 14QaV2 
Querschniit Léngsschnitt 
mit Zonen bevorzugrer Spaltbarkelt 


Abb.6. Hypothetisches Schema, welches die Langsspaltung der Faden und ihre Zerlegung in Unter- 
einheiten erldutern soll. Da in derselben Zelle nebeneinander bevorzugt Fadendurchmesser vorkommen 
konnen, deren Durchmesser sich um vou oder ein Vielfaches davon unterscheiden, méchte man an- 
nehmen, daB die Faden aus diinnsten Untereinheiten (Durchmesser a) zusammengesetzt sind, die 
sich synehron verdoppeln kénnen. Sofern sich nach einem Verdoppelungsschritt die beiden Unter- 
einheiten und die aus ihnen heryorgegangenen Nachkommen stetig voneinander lésen, sollte ein 
dicker Faden Ebenen bevorzugter Spaltbarkeit besitzen. Diese sind, um es deutlich zu machen, auf 
den Querschnitt als breite Spalten gezeichnet, die von synchroner Teilung zu synchroner Teilung 
stetig wachsen. Der Baum rechts soll andeuten, wie man sich die Spaltung in einer Draufsicht vor- 
stellen kann. Alle bisherigen Befunde stehen zu der rechten Seite des Schemas in guter Uberein- 
stimmung. Die linke Seite des Schemas ist als Diskussionsgrundlage gedacht. Hs soll angedeutet 
werden, da® sich eine diinnste Einheit aus einem zentralen Faden, vermutlich DNS, und einer peri- 
pheren Hiille, vielleicht Polyaminen, aufbaut und da sie quer zu ihrer Liangsachse deformierbar sein 
miiBte. Unmittelbare Befunde, die fiir diese Art der Anordnung sprechen wiirden, liegen bislang 
nicht vor 


halten, fortschreitend verlieren. Dieser ProzeB soll im Schema (Abb.6 
links oben) durch ein langsames Anwachsen des Abstandes zwischen 
zwei Tochterfaden samt ihrer jeweiligen Nachkommenschaft angedeutet 
werden. Noch lange bevor sich die beiden Tochterfaden soweit vonein- 
ander gelést haben, daB sie zu selbstandigen Individuen werden konnten, 
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hat sich jeder von ihnen wiederum verdoppelt. Die vier neu entstandenen 
Faden der dritten Generation beginnen nun ebenfalls, sich langsam 
voneinander zu trennen. Die Faden der zweiten Generation samt ihren 
Nachkommen sind jedoch schon weiter damit fortgeschritten (im Schema 
ist iar Abstand voneinander gewachsen). Man kommt so zu einem System 
von bevorzugten Spaltbarkeiten, in dem der Grad der Spaltbarkeit mit 
dem zeitlichen Abstand einer Fadengeneration von der ersten Langs- 
spaltung des Mutterfadens wachst. 

Man kann sich nicht vorstellen, da8 hochpolytaéne Faden im Leben 
in einer derart kompakten Form vorliegen, kénnten dann doch alle mehr 
im Inneren liegenden Untereinheiten kaum an einem Stoffaustausch 
teilnehmen. Es ist das Verdienst KELLENBERGERS, darauf hingewiesen 
zu haben, daB derartige Strange Koagulationsprodukte darstellen diirf- 
ten. GIESBRECHT (1959) konnte zeigen, da es unter anderem vom py 
des Mediums abhangt, mit dem man auswascht, ob das Nucleoid im 
Diinnschnitt-Elektronenbild wenige kompakte oder zahlreiche diinne 
Faden aufweist. Er folgerte daraus, daf die endgiiltige Fixierung wohl 
erst mit der Auspolymerisation des Einbettmittels ihr Ende gefunden 
hat. Kran (1962) gelang es, durch Modifikation der beim Nachkontrastie- 
ren mit Phosphorwolframsiure iiblichen Verfahren lockere vielfadige 
Strange mit leidlich guter Parallelorientierung ihrer Komponenten zu 
erhalten. Er konnte zeigen, daB es die dehydrierenden, schrumpfenden 
Krafte der héheren Alkoholstufen sind, welche das vormals lockere Biindel 
zu einem kompakten Strang zusammenziehen. Die geometrische Reihe 
der Fadendurchmesser (vgl. 1. Teil dieser Arbeit, ScHLoTE 1961a) und 
ihre oben versuchte Deutung steht zu diesen Befunden nicht im Wider- 
spruch, wenn man annimmt, daB die postulierten Spaltebenen Bereiche 
darstellen, welche sich im hochprozentigen Alkohol besonders leicht von 
ihrer Hydratationshiille trennen. 

Daf derartige Spaltebenen in lebenden Chromosomen existieren, 
weiB man von den allerdings komplizierter gebauten Chromosomen 
hdherer Organismen, so z. B. von den hochpolytanen Riesenchromosomen 
aus den Nahrzellen von Calliphora. Dort kénnen Prozesse ablaufen, die 
ein einzelnes, lichtmikroskopisch zunachst einheitliches primares 
Riesenchromosom in 16 kleinere, untereinander gleich grofe Chromatiden- 
paare spalten (Brrr 1957, 1958, 1960; siehe auch Bauer 1935, 1938; 
BavER et al. 1952). 

Ganz offen ist bisher die Frage nach der Lingsdifferenzierung eines 
Bakterienchromosoms. Auf Grund von biochemisch-kinetischen Unter- 
suchungen vertraten CAVALIERI et al. (1959) die Ansicht, daB die von 
MESELSON u. STAHL (1958) extrahierte DNS vom Molekulargewicht 
1,1 - 10’ sich aus Untereinheiten zusammensetzt, die durch Chymotrypsin 
voneinander abgetrennt werden kénnen. Die kleinste Einheit soll ein 
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Molekulargewicht von 2,5-10° haben und eine Doppelschraube nach 
Watson u. Crick darstellen. Diese Befunde kénnten, wenn sie sich 
bestatigen lassen, auf EiweiBbriicken hindeuten, welche kurze DNS- 
Abschnitte hintereinanderschalten. Ob sie als Argument fiir einen poly- 
tanen Aufbau des Bakterienchromosoms herangezogen werden kénnen, 
ist fraglich, da eine DNS-Kette von diesem Molekulargewicht nur etwa 
1,2 uw lang ware und auBerdem keine Angaben dafiir vorliegen, daB die 
DNS der Bakterienchromosomen von hdheren EiweiSen umbhiillt ist 
(WILKINS ect al. 1959; Zupay et al. 1959), vielmehr fand man bisher 
lediglich Polyamine (AmzEs et al. 1958, 1960; Dupin et al. 1960; 
ZILLIG et al. 1959; CoHEN et al. 1960). 


F. Moglichkeiten der Fehldeutung 


Um abschatzen zu kénnen, welche Verzerrungen die Praparations- 
technik hervorruft, miiBte man die Struktur des lebenden Nucleoids 
kennen. Gerade diese ist jedoch gesucht. So kann man nur Argumente 
sammeln und sie gegeneinander abwagen. Von den verschiedenen in den 
letzten 10 Jahren geduberten Vorstellungen iiber den Bau des Kernaqui- 
valents der Bakterien sollen deshalb einige kurz aufgezahlt und mit- 
einander verglichen werden. 

1. Das Bakterienchromosom ist ein relativ starrer dichter zylin- 
drischer Faden von einigen «4 Lange und 30—40 my Durchmesser. Es 
besteht aus einer einzigen, mehrere 1000 ~ langen, zu einer Mehrfach- 
schraube in dichtester Packung aufgewickelten DNS-Doppelschraube 
nach Watson u. Crick (MAAL¢# et al. 1956; PrekaRsKI u. GIESBRECHT 
1956; PIEKARSKI u. PontrerRt 1956; GresBRECHT 1958, 1959). 

Fiir diese Hypothese sprechen: 

a) Ahnlichkeiten, die sich in der Anordnung der Kernaquivalente 
zwischen licht- und elektronenoptischen Befunden ergaben. 

b) Die Existenz eines einzigen Lineoms. 

c) Die leidlich gute Ubereinstimmung zwischen dem Volumen, wel- 
ches die mit chemischen Methoden bestimmte DNS-Menge je Nucleoid 
einnimmt und dem Volumen des vorgefundenen zylindrischen Fadens. 

Gegen diese Hypothese sprechen : 

a) Das rhythmische Zellwachstum iiber neun Maxima. 

b) Die geometrische Reihe der Fadendurchmesser. 

c) Die bisher nicht einwandfrei gelungene Darstellung der Mehr- 
fachschraube. 

d) Die fiir synthetische Prozesse am Chromosom viel zu dichte 
Packung in der hypothetischen Mehrfachschraube. 

e) Die Leere des restlichen Nucleoidraumes (KELLENBERGER 1960). 

2. Das Kerniquivalent der Bakterien besteht aus amorphem Nucleo- 
plasma. In ihm ist eine einzelne mehrere 1000 u lange DNS-Doppel- 
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schraube nach Watson u. Crick vollig regellos angeordnet (KELLEN- 
BERGER u. Mitarb. 1958; siehe auch RyTeEr et al. 1958). Diese Hypothese 
wurde spiter von KELLENBERGER (1960) in Anlehnung an Darstellungen 
von TayLor (1958a,b) zu einem Chromosomenmodell erweitert, das 
jenen einige 1000 w langen DNS-Faden reusenartig zu einem endlosen 
Band aufgewickelt sein laBt. Der dadurch gebildete lockere vielfadige 
Strang soll sich aus zahlreichen einander nahezu parallelen, genetisch 
ungleichwertigen DNS-Molekiilen vom Molekulargewicht 107 zusammen- 
setzen}. 


Fiir diese Hypothese sprechen: 

a) Der Befund, daB in gefarbten Praparaten wie im Phasenkontrast- 
bild von lebenden Zellen das Nucleoid von einer gleichmaig oder doch 
nahezu gleichmaBig verteilten Substanz erfiillt zu sein scheint (MAson 
u. PowELSON 1955; KELLENBERGER 1955, 1958, 1960; SPIrEGELMAN 
et al? 1958). 

b) Nach KELLENBERGER (1958, vgl. RyTER et al. 1958) der Befund, 
daB sich nach Anwendung einer entsprechenden Methodik alle bisher 
untersuchten Nucleoide in reproduzierbarer Weise darstellen lassen. 

c) Der bisher noch unbestrittene Befund KELLENBERGERs, dah 
nur mit dieser Methode intraplasmatische Phagenképfe mit sechs- 
eckigen Umrissen darstellbar sind, wie sie das Totalpraparat von 
extracellularen, reifen Phagen zeigt. 

Gegen diese Hypothese sprechen: 

a) Das rhythmische Zellwachstum iiber neun Maxima. 

b) Die geometrische Reihe der Fadendurchmesser. 

c) Die Tatsache, daB beliebige cytologische Stadien hinsichtlich der 
Mikromorphologie ihres Nucleoids nicht unterscheidbar sind. Es 
gelang mit dieser Methode bisher keinem, die zur Zellteilung fiihren- 
den Bewegungen der Bakterienchromosomen und die Cytologie der 
Phagenvermehrung darzustellen. 

d) Die Befunde von Cavatrert et al. iiber Untereinheiten schein- 
bar einheitlicher DNS-Molekiile des Molekulargewichts 107. Fiihrt 
man das von CAVALIERI et al. bestimmte Molekulargewicht von 
2,5 - 10° fiir die kleinsten Untereinheiten in KELLENBERGERS Modell 
ein, dann mul die Linge des Chromosoms auf 1,254 reduziert 
werden. Dieser Wert wiirde allen bisherigen Befunden widersprechen. 


3. Das Bakterienchromosom ist in der Regel polytin. Die kleinste 
mechanisch selbstandige Untereinheit stellt entweder eine von einfachen 
Eiweiben umgebene DNS-Doppelschraube nach Watson u. Crick dar 
oder sie besteht aus einer einzigen Desoxyribonucleoproteidkette. Je 
nach Wachstumsbedingungen und Vorgeschichte der Zellen kann ein 


' Kine DNS-Kette nach Watson u. Crick von M = 10? ist 5,5 yw lang. 
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Bakterienchromosom aus einer, wenigen oder zahlreichen Untereinheiten 
zusammengesetzt sein. Ks 4hnelt damit in gewisser Weise den Polytin- 
chromosomen der Dipteren. Das Zellvolumen ist dem Ploidiegrad pro- 
portional. Im Elektronenbild erscheint das Chromosom nach dem hier 
benutzten Verfahren als kompakter, nicht selten lings aufspaltender 
Faden. Die Durchmesser der Spalthalften bilden zusammen mit den 
Durchmessern aller bisher aufgefundener Fadenenden aus _beliebigen 
Zellen eine geometrische Reihe der Steigung /2. Zur Zellteilung fithrt 
dies Chromosom Bewegungen durch, die im wesentlichen aus einem 
Fortgleiten in seiner Langsrichtung und in einem Aufwickeln zu einer 
Hinfachschraube mit grofem Durchmesser oder zu einer Ellipse bestehen. 


Fir diese Hypothese sprechen nebst den Befunden dieser Arbeit 
die lichtmikroskopischen Untersuchungen von Rostnow _ iiber 
Bewegungen und Gréfe der Chromatin Bodies bei Zellteilung und 
Sporenbildung. 

Gegen diese Hypothese sprechen: 

a) Der inhomogen erfiillte Raum des Nucleoids, die ,,Hellzone“. 

b) Die bisher erfolglosen Versuche, Ploidiegrade, wie sie hier ver- 
mutet werden, genetisch nachzuweisen. 

Zu a) Inzwischen gelang es, Methoden zu entwickeln, die, ohne die 
polytane Struktur des Bakterienchromosoms allzusehr zu verandern, 
seine Darstellung als lockeres, die Hellzone nahezu gleichmabig 
erfiillendes, im allgemeinen parallelfaseriges Biindel zulassen (KRAN, 
in Vorbereitung). Auch die allerdings an Zellen von hoher differen- 
zierten Organismen mit Hilfe der Réntgentechnik erhobenen Befunde 
von WILKINS (1956) sind in diesem Zusammenhang von Interesse. 
WIik1ns fand bei réntgenographischen Untersuchungen von Zellkernen 
aus den roten Blutkérperchen des Hiihnchens Perioden, die darauf 
schlieBen lieBen, daB diese Interphasekerne eine grof&e Anzahl von 
Faden mit je 2,5mu Durchmesser enthalten, die biindelweise im 
Abstand von 4,5 my einander parallelliegen. Wrikrs schloB daraus 
auf einen polytanen Aufbau der Chromosomen des Hiihnchens und 
glaubte, daB der Abstand von 4,5 my durch Wasserhiillen hervor- 
gerufen wiirde. 

Zu b) In makromolekular-polytinen Strangen liegen die diinnsten 
Einheiten eng beieinander. Man kann deshalb erwarten, da8 bei jedem 
Verdopplungsschritt ein gewisser Prozentsatz von Kopplungsgruppen 
zwischen benachbarten Elementen ausgetauscht wird. Hs ist dann nicht 
damit zu rechnen, dap auf einen mutationsauslésenden Faktor hin gropere 
Mengen von Mutanten bereits nach einer dem Ploidiegrad entsprechenden 
Anzahl von Generationen auftreten. Diese werden sich vielmehr erst 
sehr viel spiter anhiufen. 
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FRIEDRICH-FREKSA u. KaupEwITz (1953) fanden, daB die Letalitat 
der Nachkommenschaft von Amében (A. proteus), deren DNS-Phosphor 
durch 32 P ersetzt worden war, nach 35 Generationen ihr Maximum 
erreichte. Ein solcher Befund war nicht mit einer einfachen Chromatiden- 
verteilung erklarbar. Die Autoren vermuteten deshalb in den Chromo- 
somen der Amében zahlreiche untereinander gleichwertige Unterein- 
heiten. Sie versuchten, unter der Annahme eines freien Austausches der 
Elemente innerhalb eines Chromosoms, die Anzahl der Elemente rech- 
nerisch zu ermitteln. Sie kamen zu dem Schlu8B, daf ihre Bedingungen 
durch 16 Untereinheiten am besten erfiillt wiirden. Nach der hier ver- 
tretenen Auffassung sind 8 Watson-Crick-Doppelketten (Tab.2) oder 
16 einfache DNS-Polynucleoidketten, deren eine, wie SINSHEIMER 
(1959) am Phagen ®X 174 zeigen konnte, geniigt, um das Genom zu tiber- 
tragen, in einem polytaénen Faden von 7 mu Durchmesser enthalten. 
Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Amoeba proteus erbrach- 
ten inzwischen (Pappas 1956a), daB die Chromosomen des Tieres Faden 
von 7 mu Starke enthalten. Die Berechnungen von FRIEDRICH-FREKSA u. 
Kavperwitz, die elektronenmikroskopischen Befunden von Pappas und 
die hier geéuBerten Vorstellungen iiber den polytaénen Aufbau der Chro- 
mosomen stimmen somit tiberein. 


Danach lassen sich fiir die Polytiniehypothese im Augenblick keine 
triftigen Gegenargumente finden. Die von PreKaRSKI u. GIESBRECHT, 
Brrcu-ANDERSON LARK u. MAALéE, PREUSSER u. SCHLOTE einerseits, 
KELLENBERGER u. Mitarb. andererseits erhobenen morphologischen Be- 
funde waren methodisch bedingte Extreme in der Darstellungsweise eines 
polytanen Chromosoms. Am wahrscheinlichsten ist, da das Kernaqui- 
valent der Bakterien aus einem locker gebiindelten Strang von wenigen 
bis vielen einander gleichwertigen Desoxyribonucleoproteidketten 
besteht. Dies Chromosom, in dem lockere und dichte Zonen zeitlich mit- 
einander abwechseln mégen, erfiillt offenbar im Leben die ganze so- 
genannte Hellzone. Es ist identisch mit dem ,,Zellkern‘‘ der Bakterien, 
dem Chromatin Body, Kerniquivalent oder Nucleoid. Sein Polytanie- 
grad hingt von den Ernihrungsbedingungen ab, denen die jeweilige 
Zelle und die vorangegangenen Zellgenerationen ausgesetzt waren. 


Zusammenfassung 


Zellen von Escherichia coli aus verschiedenen Phasen einer wachsen- 
den Flissigkeitskultur wurden in einer OsQ,-haltigen Lésung, die mit 
Phosphaten gepuffert worden war, fixiert, tiber Alkohol dehydriert, in 
Methacrylat eingebettet, geschnitten und _ elektronenmikroskopisch 
untersucht. Andere Zellen wurden lebend im Phasenkontrast fotografiert 
und an Hand der Bilder ihr Zellvolumen ermittelt. Dabei ergab sich: 
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1. Zellen aus der frithen logarithmischen Wachstumsphase enthalten 
sehr kleine Hellzonen, welche die dicken chromosomalen Faden rings 
umgeben. Mit dem Alter der Kultur oder bei ungiinstigen Ernahrungs- 
bedingungen nimmt die GréBe der Hellzonen betrachtlich zu. 

2. Die Durchmesser aller in den Diinnschnitten aufgefundenen mef- 
baren chromosomalen Fadenenden gruppieren sich um mehrere Maxima. 
Diese bilden miteinander eine geometrische Reihe der Steigung y2. Fir 
konstante Fadenlange bedeutet das eine von Stufe zu Stufe fort- 
schreitende Verdopplung des Fadenvolumens. 

3. Die Zellvolumina lebender Bakterien aus beliebigen Wachstums- 
phasen gruppieren sich um mehrere Maxima. Diese bilden miteinander 
eine geometrische Reihe der Steigung 1,31. Das damit nachgewiesene 
rhythmische Wachstum der Bakterienzellen beruht in erster Linie auf 
einer rhythmischen Zunahme des Zellumfanges. 

4. In der Ruhephase einer Kultur nimmt das Zellvolumen rhyth- 
misch ab. 

5. Die Faden samt den sie umgebenden engen Hellzonen ordnen sich 
in den Zellen bevorzugt als Einfachschrauben oder als Ellipsen an. Es 
gelingt, beide Anordnungen iiber aufgefundene Zwischenformen inein- 
ander zu iiberfiihren. Man kommt so zu einer ersten Vorstellung von den 
Bewegungen, welche die Faden zu Selbstvermehrung und Genomsegre- 
gation ausfiihren. Danach waren die chromosomalen Faden der Bakterien 
imstande, in Richtung ihrer Langsachse voranzugleiten. 

6. Aus rhythmischem Zellwachstum, geometrischer Reihe der Durch- 
messer aller aufgefundenen Fadenenden, geschatzter Fadenzahl je Zelle 
und einigen anderen Uberlegungen wird geschlossen, das das Kern- 
aquivalent der Bakterien sich am besten mit einem polytaénen Chromosom 
vergleichen 1aBt, welches als locker gebiindelter Strang die lebende Zelle 
durchzieht und allseitig ohne trennende Membran an das Cytoplasma 
grenzt. Durch Fixation und nachfolgende Dehydrierung wird dieser 
Zustand gewohnlich verzerrt, und es kommt nach den hier angewendeten 
Methoden zu kompakten Strangen, die gelegentlich das ganze polytane 
Chromosom reprasentieren mégen, im Allgemeinen jedoch Spalthalften 
darstellen diirften. 

7. Da Langsspaltungen des Chromosoms ohne nachfolgende Zellzertei- 
lung méglich sind, groBe Zellen jedoch weit weniger chromosomale Faden 
enthalten, als ihrem Volumen entspricht, so gehen Polytanie und Poly- 
ploidie, anders als bei hdheren Organismen, hier flieSend ineinander iiber. 

Durchgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft 
und die Akademie der Wissenschaften, Géttingen. 

Mein besonderer Dank gilt Herrn Professor Dr. A. Rippey-BaLpEs, der mir 
eine enge Zusammenarbeit mit seinen Schiilern H. J. Preusser und K. Kran er- 
méglichte und der auch sonst den Fortgang dieser und der vorangegangenen 
Arbeit (ScHLOTE 1961) vielfach geférdert hat. 

22* 


330 FRIEDRICH- WILHELM SCHLOTE: 


Literatur 


Ames, B. N., D. T. Dupin and S. M. Rosenruat: Presence of polyamines in cer- 
tain bacterial viruses. Science 127, 814—815 (1958). 

Amus, B. N., and D. T. Dus: J. biol. Chem. 235, 769 (1960). 

Baver, H.: Der Aufbau der Chromosomen aus den Speicheldriisen von Chironomus 
Thummi Kiefer (Untersuchungen an den Riesenchromosomen der Dipteren I). 
Z. Zellforsch. 28, 280—313 (1935). 

Bauer, H.: Die polyploide Natur der Riesenchromosomen. Naturwissenschaften 
26, 77—78 (1938). 

Bauer, H., u. W. BrerMANn: Die Polytinie der Riesenchromosomen. Chromosoma 
4, 630—648 (1952). 

BEERMANN, W., and G. F. Baur: The submicroscopic structure of the Balbiani- 
ring. Exp. Cell Res. 6, 195—201 (1954). 

Brsserer, 8.: Das Wachstum der Speicheldriisen- und Epidermiskerne in der 
Larvenentwicklung von Chironomus. Biol. Zbl. 75, 205—226 (1956). 

Birr, K. H.: Endomitose und Polytanie in den Nahrzellkernen von Calliphora 
erythrocephala Meigen. Chromosoma 8, 493—522 (1957). 

Bizr, K: H.: Beziehungen zwischen Wachstumsgeschwindigkeit, endometaphasi- 
scher Kontraktion und der Bildung von Riesenchromosomen in den Nahrzellen 
von Calliphora. Z. Naturforsch. 18b, 85—93 (1958). 

Brer, K. H.: Der Karyotyp von Calliphora erythrocephala Meigen unter beson- 
derer Beriicksichtigung der Nahrzellchromosomen im gebiindelten und gepaar- 
ten Zustand. Chromosoma 11, 335—364 (1960). 

Bircn-ANDERSON, A., O. Maange and F. 8. Sséstranp: High resolution electron 
micrographs of sections of E. coli. Biochim. biophys. Acta 12, 395—400 (1953). 

Bircu-ANDERSON, A.: Reconstruction of the nuclear sites of Salmonella typhi- 
murium from electron micrographs of serial sections. J. gen. Microbiol. 18, 
327—329 (1955). 

Bisset, K. A.: Criticism of a technique claimed to demonstrate mitotic spindles in 
bacteria. Stain Technol. 28, 45—48 (1952). 

Bisset, K. A.: The Cytology and Life History of Bacteria. 2. Ed. Baltimore: The 
Williams and Wilkins Comp. 1955. 

Bisset, K. A.: Cellular organization in bacteria. In: Bacterial Anatomy. Symp. 
Soc. gen. Microbiol. 6, 1—18 (1956). 

BRADFIELD, J. R. G.: Electron microscopic observations on bacterial nuclei. 
Nature (Lond.) 178, 184—186 (1954). 


Caspersson, T.: Die EiweiBverteilung in den Strukturen des Zellkernes. Chromo- 
soma 1, 562—604 (1940a). 

CaspErsson, T.: Nucleinsiureketten und Genvermehrung. Chromosoma 1, 605—619 
(1940b). 

Cavauiert, L. F., B. H. Rosensere and J. F. Deurscn: The subunit of desoxyribo- 
nucleic acid. Biochem. Biophys. Res. Comm. 1, 124 (1959). 

CHarMAN, G. B., and J. Hitiier: Electron microscopy of ultrathin sections of 
bacteria. I. Cellular Divisions in Bact. cereus. J. Bact. 66, 326—373 (1953). 

Couen, 8.8., and J. Sicurenstrer: J. biol. Chem. 285, 2112 (1960). 

Crick, F. H. C., and J. D. Watson: The complementary structure of desoxyribo- 
nucleic acid. Proc. roy. Soc. A, 2238, 80—96 (1953). 

Crick, F. H.C.: The structure of DNA. In: The Chemical Basis of Heredity, 
532—539, Ed. by W. D. McEtroy and B. Grass. Baltimore: The Johns Hop- 
kins Press 1957. 

De Lamarer, EK. D.: A staining and dehydrating procedure for the handling of 
microorganisms. Stain Technol. 26, 193—197 (1951a). 


Uber den Feinbau von Chromosomen I. B Spl 


De Lamarer, EK. D.: A new cytological basis for bacterial genetics. Cold Spr. Harb. 
Symp. quant. Biol. 16, 381—412 (1951b). 

De Lamater, E. D.: Bacterial chromosomes and their mechanism of division. 
Bacterial Anatomy: Symp. Soc. gen. Microbiol. 6, 215 (1956). 


Dexaporte, B.: Recherches cytologiques sur les bactéries et les cyanophycées. 
Rev. gén. Bot. 51, 615—643, 689—702, 748—768 (1939); 52, 112—160 (1940). 

Devaporte, B.: Observations on the cytology of Bacteria. Advance. Genet. 3, 
1—32 (1950). 

Detsrick, M., and G.S. Srenr: On the mechanism of DNA-replication. The 
Chemical Basis of Heredity, p. 699—736. Ed. by W. D. McEtroy and B. Guass. 
Baltimore: The Johns Hopkins Press 1957. 


De Rosertis, E.: Electron microscopic observations on the submicroscopic mor- 
phology of the meiotic nucleus and chromosomes. J. biophys. biochem. Cytol- 
2, 785—792 (1956). 

Dusty, D. T., and 8. M. Rosenrwat: Fed. Proc. 19, 1 (1960). 

Fawcert, D. W.: The fine structure of chromosomes in the meiotic prophase of 
vertebrate spermatocytes. J. biophys. biochem. Cytol. 2, 403—406 (1956). 

Frrnanpis-Moran, H., and J. B. Frnnan: Electron microscope and low angle 
x-ray diffraction studies of the nerve myelin sheat. J. biophys. biochem. Cytol. 
3, 725—748 (1957). 

Firz-Jamess, P. C.: The duplication of bacterial chromatin. Interpretations of some 
cytological and chemical studies of the germinating spores of bacillus cereus and 
bacillus megaterium. J. Bact. 68, 464—473 (1954). 


Frrz-Jamess, P. C.: Studies on the morphology and nucleic acid content of proto- 
plasts of bacillus megaterium. J. Bact. 75, 369—382 (1958). 

FRIEDRICH-FREKSA, H., u. F. KAupEwrrz: Letale Spatfolgen nach Einbau von **P 
in Amoeba proteus und ihre Deutung durch genetische Untereinheiten. Z. 
Naturforsch. 8b, 343—355 (1953). 

GeITLeR, L.: Endomitose und endomitotische Polyploidisierung. Protoplasma- 
forschung 6 C, 1—89 (1953). 

GresBREcHT, P.: Zur Struktur des Bakterienzellkernes. Naturwissenschaften 45, 
473—474 (1958). 

GresBrecat, P., u. G. Prexarskt: Zur Organisation des Zellkernes von Bacillus 
megaterium. Arch. Mikrobiol. 31, 68—81 (1958). 


GresBReEcHT, P.: Elektronenmikroskopische Darstellung verschiedener chemischer 
und physikalisch-chemischer Reaktionen an den DNS-Strukturen eines Chromo- 
soms. Zbl. Bakt., I. Abt. Orig. 176, 413 —442 (1959). 

Googpat, 8S. H., and R. M. Herrror: Studies on transformation of hemophilus 
influenzae. In: The Chemical Basis of Heredity, p. 336—340. Ed. by W. D. 
McEtroy and B. Guass. Baltimore: The Johns Hopkins Press 1957. 


Gretu, K. G., u. K. E. Wontranrr-BorreRMANN: Licht- und elektronenmikro- 
skopische Untersuchungen an dem Dinoflagellaten Amphidinium elegans N. sp. 
Z. Zellforsch. 47, 7—17 (1957). 


Haves, W.: The Bacterial Chromosome. In: Microbial Genetics. Symp. Soc. gen. 
Microbiol. 10, 12—38 (1960). 

Hewrict, A. T.: Morphologic variations and the rate of growth of Bacteria. Spring- 
field (Ill.): Chas. C. Thomas 1928. 

Hersuey, A. D., and M. Cas: Independent functions of viral protein and nucleic 
acid in growth of bacteriophage. J. gen. Physiol. 86, 39—56 (1952). 


Hunter, M. E.: Studies on the nucleus of giant cells of micrococcus cryophilus. 
Exp. Cell Res. 9, 221—231 (1953). 


332 FRIEDRICH-WILHELM SCHLOTE: 


Hyopen, H., u. T. Caspersson: Hégre virusarters forsékning. Nord. med. Ark. 28, 
2631 (1945). 

Jaxos, F., and E. L. Wortman: Genetic and physical determinations of chromo- 
somal segments in E. coli. In: The biological replication of macromolecules. 
Symp. Soc. exp. Biol. 12, 78 (1957). 

JorpAn, D. O.: The physical properties of nucleic acids. In: Nucleic acids, 1, p. 447 
Ed. by Cuarcarr und Davrpson. New York; Acad. Press 1955. 

KANDLER, O., C. ZEHENDER u. J. MULLER: Vergleichende Untersuchungen tiber den 
Nucleinsiure- und Atmungsstoffwechsel von Proteus vulgaris, dessen stabiler 
L-Phase und den Pleuro-pneumonie-ahnlichen Organismen. Arch. Mikrobiol. 24, 
219—249 (1956). 

KaurFMann, B. P., H. Gay and M. R. McDonatp: Organizational patterns within 
Chromosomes. Int. Rev. Cytol. 9, 77—127 (1960). 

KELLENBERGER, E., et A. RyTER: Contribution 4 l’étude du noyeau bactérien. 
Schweiz. Z. allg. Path. 18, 1122—1137 (1955). 

KELLENBERGER, E., W. Scowas et A. Ryter: L’utilisation d’un copolymére du 
groupe des polyesters comme matériel d’inclusion en ultramicrotomie. Experi- 
entia (Basel) 12, 421—422 (1956a). 

KELLENBERGER, E., et A. RyTER: Fixation et inclusion du matériel nucléaire 
d’Escherichia coli. Experientia (Basel) 12, 420—421 (1956b). 

KELLENBERGER, E., A. RytTeR and J. Stonaup: Electron microscope study of 
DNA-containing Plasms. II. Vegetative and mature phage DNA as compared 
with normal bacterial nucleoides in different physiological states. J. biophys. 
biochem. Cytol. 4, 671—678 (1958 a). 


KELLENBERGER, E., and A. RytTER: Cell wall and cytoplasmic membrane of 
Escherichia coli. J. biophys. biochem. Cytol. 4, 323—326 (1958b). 

KELLENBERGER, E.: The physical state of the bacterial nucleus. In: Microbial 
Genetics. Symp. Soc. gen. Microbiol. 10, 39—65 (1960). 

Kyou, H., u. W. Nrxtowirz: Zur Feinstruktur der Sarcina ventriculi. Arch. 
Mikrobiol. 31, 125—138 (1958). 

Kran, K., u. F. W. Scatore: Zur Darstellung des chromosomalen Materials in 
Bakterien. Arch. Mikrobiol. 84, 412—417 (1959). 

Kray, K.: (in Vorbereitung). 

LANGERIDE, R., W. E. Srmps, H.R. Wruson, C. W. Hoorrer, M. H. F. Witxrns 
and L. D. Hammron: Molecular Structure of Desoxyribonucleic Acid (DNA). 
J. biophys. biochem. Cytol. 8, 767—778 (1957). 

Lark, K. G., O. Maatox and O. Rostock: Cytological studies of nuclear divisions 
in Salmonella typhimurium. J. gen. Microbiol. 18, 318—326 (1955). 

LEDERBERG, J.: Gene reconbination and linked segregation in E. coli. Genetics 32, 
505—525 (1947). 

LEDERBERG, J.: Recombination mechanism in bacteria. J. cell. comp. Physiol. 45, 
Suppl. 2, 75—107 (1955). 

Leprrsere, J., E. Lepersera, M. D. ZrnprrR and E. R. Livery: Recombination 
analysis of bacterial heredity. Cold. Spr. Harb. Symp. quant. Biol. 16, 413—441 
(1951). 

LEvUCHTENBERGER, C., L. LEUCHTENBERGER, C. VENDRELY and R. VENDRELY: 
The quantitative estimation of desoxyribose nucleic acid (DNA) in isolated 
individual animal nuclei by the Caspersson ultraviolett method. Exp. Cell Res. 
3, 240—244 (1953). 

LEUCHTENBERGER, C., P.F.Dootry and A. H. Kursaxis: Buffered osmium 
tetroxide (OsO,) fixation for cytological and Feulgen microspectrophotometric 
studies of human rectal polyps. J. biophys. biochem. Cytol. 1, 385—390 (1955) 


Uber den Feinbau von Chromosomen I. B 333 


Lier, Cur.: Uber Kernwachstum, Endomitose und Funktionscyclen in den Tricho- 
genen Zellen von Corixa punctata Ilig. Chromosoma 5, 454—486 ( 1953). 

Maatos, O., and A. Brrcu-ANDERSON: On the organization of the “nuclear mate- 
rial” in Salmonella typhimurium. In: Bacterial Anatomy. Symp. Soe. gen. 
Microbiol. 6, 261—278 (1956). 


Marsuaxk, A.: Bacterial Cytology. Int. Rev. Cytol. 4, 103—114 (1955). 

Mason, J. D., and M. D. Powrtson: Nuclear division as observed in living bac- 
teria by a new technique. J. Bact. 71, 471 (1956). 

MesExson, M., u. F. W. Staut: The replication of DNA in Escherichia coli. Proc. 
nat. Acad. Sci. (Wash.) 44, 671—682 (1958). 

Moszs, M. J.: Patterns of organization in the fine structure of chromosomes. 

4. Internat. KongreB f. Elektronenmikroskopie (Berlin), S. 199—211, Berlin: 

Springer 1958a. 


Mosss, M. J.: The relation between the axial complex of meiotic prophase chromo- 
somes and chromosome-pairing in a Salamander (Plethodon cinereus). J. bio- 
phys. biochem. Cytol. 4, 633—638 (1958b). 
Morray, R. G. E.: The internal structure of the cell. In: The Bacteria. A treatise 
of structure and function. 1. Structure, p. 35—96. Ed. by I. C. Gunsatus u. R. 
Y. Srannrer. New York: Acad. Press 1960. 


Pappas, G. D.: Helical structures in the nucleus of Amoeba proteus. J. biophys. 
biochem. Cytol. 2, 221222 (1956). 

Pxrrras, E.: Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Streptomyces purpu- 
rascens Lindenbein. Arch. Mikrobiol. 34, 379—392 (1959). 

PipkarsKi, G.: Cytologische Untersuchungen an Paratyphus- und Colibakterien. 
Arch. Mikrobiol. 8, 428—439 (1937). 

Prexarsxi, G.: Zum Problem des Bakterienzellkernes. Ergebn. Hyg. Bakt. 26, 
333—364 (1949). 

PIEKARSKI, G., u. P. GIESBRECHT: Cytologische Untersuchungen an Bacillus mega- 
terium mit Hilfe ultradiinner Schnitte. Naturwissenschaften 48, 89—90 (1956). 

Piekarski, G., u. G.M. Pontrert: Uber Feinstrukturen in den kernahnlichen 
K6rpern von Escherichia coli. Zbl. Bakt., I. Abt. Orig. 165, 242—243 (1956). 

Porter, K. R.: Problems in.the study of nuclear fine structure. 4. Internat. Kon- 
greB f. Elektronenmikroskopie (Berlin), S. 186—199. Berlin: Springer 1958. 


Porter, K. R., and R. D. Macwapo: Studies on the endoplasmic reticulum. Its 
form and distribution during mitosis in cells of onion root tip. J. biophys. 
biochem. Cytol. 7, 167—180 (1960). 

Preusser, H. J., Fr. W. Scutore u. A. Rippey-Baupes: Elektronenmikroskopische 
Untersuchungen iiber die Verteilung feulgenpositiver Substanzen in Proteus 
vulgaris. Naturwissenschaften 44, 186—187 (1957). 


Prevsssr, H. J.: Elektronenmikroskopische Untersuchungen tiber die Cytologie 
von Proteus vulgaris. Arch. Mikrobiol. 29, 17—37 (1958 a). 

Prevussmr, H. J.: Das Nucleoid der Bakterien in Abhangigkeit von den Kultur- 
bedingungen. Zbl. Bakt., I. Abt. Ref. 169, 344346 (1958b). 

Preusser, H. J.: Form und GréBe des Kernaquivalentes von E. coli in Abhangig- 
keit von den Kulturbedingungen. Arch. Mikrobiol. 38, 105—1238 (1959). 

Rrepet-Batpes, A.: Grundri® der Mikrobiologie, 3. Aufl., S. 150—157. Berlin: 
Springer 1955. 

Ris, H.: A study of chromosomes with the electron microscope. J. biophys. bio- 
chem. Cytol. 2, Suppl. 385—392 (1956). 

Ris, H.: Chromosome structure. In: The Chemical Basis of Heredity, 23—69. Ed. 
by W. D. McEtroy and B. Guass. Baltimore: The Johns Hopkins Press 1957. 


334 FRIEDRICH-WILHELM SCHLOTE: 


Rus, H.: Fine structure of the nucleus during spermiogenesis. Vortrag. Internat. 
Kongre8 Elektronenmikroskopie. Berlin 1958. 

Rus, H.: Die Feinstruktur des Kernes wahrend der Spermiogenese. 9. Kolloquium 
der Ges. f. Physiol. Chemie, 8. 1—30. Berlin: Springer 1959. 

Rosrnow, C. F.: A study of the nuclear apparatus of bacteria. Proc. roy. Soc. 
B, 180, 299—324 (1942). 

Rosrnow, ©. F.: Cytological observations on Bact. coli, Proteus vulgaris and 
various aerobic spore forming bacteria with special reference to the nuclear 
structures. J. Hyg. (Lond.) 48, 413—423 (1944). 

Rosrnow, C. F.: The chromatin bodies of bacteria. Bact. Rev. 20, 207 —242 (1956). 

Rostnow, ©. F.: Morphology of Bacterial Spores, their Development and Germi- 
nation. In: The Bacteria. A Treatise of Structure and Function. Vol. 1, Struc- 
ture, p. 207—248. Ed. by I.C. Gunsatus and R. Y. Sranrer. New York: 
Acad. Press 1960. 


Ruska, E., u. O. Wotrr: Ein hochauflésendes 100 kV-Elektronenmikroskop mit 
Kleinfelddurchstrahlung. Z. wiss. Mikr. 62, 465—509 (1956). 

Ruska, H.: Die Bakteriencytologie im Vergleich zum Feinbau héher differenzierter 
Zellen. Ergebn. Mikrobiol. Immunitatsforsch. exp. Ther. 30, 280—287 (1957). 

Ryver, A., E. Kecpenpercer, A. Brrcu-ANDERSON et O. Maaton: Etude au 
microscope électronique des plasmas contenant de l’acide désoxyribonucléique 
I. Les nucléoides des bactéries en croissance active. Z. Naturforsch. 13b, 
597—605 (1958). 

ScHLEGEL, H. G., G. GorrscHALK and R.v. BarTHA: Formation and utilization 
of poly-B-hydroxy-butyric acid by Knallgas-Bacteria (Hydrogenomonas). 
Nature (Lond.) (im Druck) (1961). 

Scutorg, F. W.: Durchfokusaufnahmen mit dem Ubermikroskop Modell 1940 
von Siemens und Halske. Z. wiss. Mikr. 64, 38—46 (1958). 

Scutore, F. W.: Das Chromonema der Bakterien. Zur Deutung elektronenmikro- 
skopischer Bilder von Diinnschnitten. Zbl. Bakt., I. Abt. Ref. 169, 342—343 
(1958). 

Scutorer, F. W.: Zellforschung mit Elektronenmikroskop und Mikromanipulator. 
Leitz’ Mitteilungen 1, 42—46 (1959a). 

Scunorte, F. W.: Uber den Bau des Chromonemas bei Bakterien und héher diffe- 
renzierten Organismen. Zool. Anzeiger Suppl. 28, 478 —494 (1959b). 


Scutorn, F.W.: Uber den Feinbau von Chromosomen I. Zur Cytologie von 
Escherichia coli. A. Elektronenoptische Befunde. Arch. Mikrobiol. 40, 283—305 
(1961). 

Srvsuemer, R. L.: A single-stranded Desoxyribonucleic Acid from Bacteriophage 
@X 174. J. Molec. Biol. 1, 43—53 (1959). 

StnsyeErmer, R. L.: The Biochemistry of genetic factors. Ann. Rev. Biochem. 29, 
503—524 (1960). 

SsOsTRAND, F. S.: The ultrastructure of cells as revealed by the electron microscope. 
Int. Rev. Cytol. 5, 455—533 (1956a). 

SPIEGELMAN, 8., A. I. ARonson and P. C. Frrz-Jamus: Isolation and characteri- 
zation of nuclear bodies from protoplasts of bacillus megaterium. J. Bact. 75, 
102—117 (1958). 

Taytor, J. H.: The mode of chromosome duplication in Crepis capillaris. Exp. 
Cell Res. 15, 350 (1958 a). 

Taytor, J. H.: The duplication of chromosomes. Sci. Amer. 198, 37 ( 1958b). 

Tumann, K. V.: The life of bacteria. New York: The McMillan Comp. 1955. 

VENDRELY, R.: Histochemistry of bacteria. Int. Rev. Cytol. 4, 115—142 (1955). 


Uber den Feinbau von Chromosomen I. B 335 


Wacker, A.: Bakterien-Transformationen. In: 9. Kolloquium d. Ges. f. Physiol. 
Chemie, 8. 85—103. Berlin, Géttingen, Heidelberg: Springer 1959. 

Watson, J. D., and F. H.C. Crick: The structure of DNA. Cold Spr. Harb. Symp. 
quant. Biol. 18, 123—131 (1953). 

Wess, M.: Effects of magnesium on cellular division in bacteria. Science 118, 
607—611 (1953). 

Witxins, M. H. F.: Physical studies of the molecular structure of desoxyribose 
nucleic acid and nucleoprotein. Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol. 21, 75—90 
(1956). 

Witrins, M. H. F., and G. Zupay: The absence of histone in the bacterium 
Escherichia coli. II. X-ray diffraction of nucleoprotein extract. J. biophys. 
biochem. Cytol. 5, 55—58 (1959). 

Wiuxtnson, J. F., and J. P. Ducuip: The influence of cultural conditions on bac- 
terial cytology. Int. Rev. Cytol. 11, 1—76 (1960). 

Wo ttimay, E. L., F. Jacop and W. Hayzs: Conjugation and genetic recombination 
in Escherichia coli K 12. Cold Spr. Harb. Symp. quant. Biol. 21, 141—162 
(1956). 

Wo.timan, EH. L., et F. Jacop: Sur le déterminisme génétique des types sexuels 
chez Escherichia coli K 12. C. R. Acad. Sci. (Paris) 247, 536 (1958). 

ZAMENHOF, S.: Properties of the transforming principle. In: The Chemical Basis 
of Heredity, p. 351—377. Ed. by W. D. McEtroy and B. Guass. Baltimore: 
The Johns Hopkins Press 1957. 

Zriie, W., W. Krane u. M. AuBerRs: Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 317, 131 

1959). 

Ae! i and M. R. Watson: The absence of histone in the bacterium Escherichia 
coli. I. Preparation and analysis of nucleoprotein extract. J. biophys. biochem. 
Cytol. 5, 51—54 (1959). 


Doz. Dr. Fr.-Wilhelm Schlote 
I. Zoologisches Institut der Universitat Géttingen, Berliner StraBe 28 


Archiv fiir Mikrobiologie 40, 336—340 (1961) 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen 


Sphaerellopsis hyalina n. sp. (Chlamydomonadaceae) si 
Kleine Mitteilungen iiber Flagellaten und Algen. VII 


Von 
E. G. PRINGSHEIM 


Mit 10 Textabbildungen 
(Hingegangen am 12. Juni 1961) 


Wasseransammlungen in Wagenfurchen auf tonigem Grund am 
Klausberg bei Géttingen enthielten im November 1958 mehrere Flagel- 
laten, darunter eine apochlorotische Form von Sphaerellopsis, die hier 
beschrieben werden soll. AuBerdem war noch ein schlankes Hyalogonium 
vorhanden und ziemlich viel Synochromonas korschikoffii (PRINGSHEIM, 
E. G., u. O. PrinasHEm 1959), die das Wasser braunlich farbte. Ab- 
gefallene Herbstblatter erreichten die Pfiitzen nicht. Auch habe ich dort 
keine Pferde oder andere Tiere gesehen. Die Herkunft der organischen 
Nahrstoffe fiir die gar nicht oder sehr schwach photosynthetischen 
Flagellaten ist unbekannt. Leider ist die Fundstelle durch StraBenbau 
verloren gegangen. 

Sphaerellopsis hyalina ist das genaue apoplastide Gegenstiick zu der 
griinen Sph. fluviatilis (Stein, Korschikoff) Pascher (1927). Die Gattung 
wurde von KorscuikorF (1925) fiir Sph. crassicauda aufgestellt. PASCHER 
(1927, 8.324) stellte fest, da Korscutkorrs Form mit Chlamydococcus 
fluviatilis Stein iibereinstimmt, so daB der Artname geaéndert werden 
muBte, wahrend er den Gattungsnamen beibehielt. KoRSCHIKOFFs Gat- 
tung Sphaerellopsis ist durch eine aufgeblahte farblose Hille gekenn- 
zeichnet, die vom spindeligen Zellkérper absteht. 


Im Gegensatz zu Sphaerella (= Haematococcus) fehlen den Zwischen- 
raum durchsetzende plasmatische Faden. Ein Abheben des Protoplasten 
von der Zellwand ist bei Volvocalen keine Seltenheit. Es findet sich z. B. 
bei alteren Zellen von Polytoma (PAscHER 1927), Chlorogonium und H yalo- 
gonium. Chlamydomonas pteromonoides Chodat (PAscHER 1927, S.208) 
und Chl. humicola Lucxscn (1932, 8.66) sind in dieser Hinsicht von 
Sphaerellopsis nicht grundsatzlich verschieden. Auch fiir Chl. mucosa 
Korschikoff, Chl. gloeosphaera Pascher u. Jahoda werden abstehende 
Hiillen angegeben. Skusa (1939) und GERLorr (1940, 8S. 419) méchten 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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deshalb einige Chlamydomonas-Arten zu Sphaerellopsis ziehen, wahrend 


Korscuikorr spater (1938) dazu neigte, die Gattung Sphaerellopsis ein- 
zuziehen. 


Fiir diese Gattung werden eine Anzahl Arten angegeben, so Sph. lefevret 
(BourReLLy 1951) und Sph. hiemalis (ScumiiER 1954). Die Bestiitigung der Art- 
unterschiede miiBte aber erst an Klonkulturen sichergestellt werden, nachdem sich 
bei Sph. hyalina herausgestellt hat, wie wandelbar die Merkmale sind, die zur Unter- 
scheidung verwendet wurden. Das gilt auch fiir andere Chlamydomonadaceen, z. B. 
Lobomonas, Pteromonas usf., deren Artmerkmale nicht sichergestellt sind. 


Der Gattungsname Sphaerellopsis wurde fiir die farblose Form beibehalten, 
weil die Zusammengehérigkeit auf den ersten Blick deutlich ist. So ist auch bei 
Glenodinium, Gymnodinium, Nitzschia, Mallomonas vorgegangen worden. Besondere 
Gattungsnamen sind meist dort zu finden, wo die Benennung alter ist als die Einsicht 
in die verwandtschaftlichen Zusammenhiange. Die taxonomische Beziehung ist bei 
der neuen Form deutlicher als z.B. bei Polytoma-Arten, die PascHER (1931, 8.489) 
bestimmten Chlamydomonas-Arten gegeniiberstellt. 


Die Reinziichtung von Sphaerellopsis hyalina bot bei Anwendung des 
Waschverfahrens keine Schwierigkeit, da der Organismus sich ungefahr 
wie Polytoma uvella verhielt. 3 Tage nach dem Einsammeln wurden ein- 
zelne Zellen nach fiinfmaligem Waschen in Rohrchen iibertragen, die 
verschiedene Nahrlésungen mit Acetat, Pepton und Hefeextrakt ent- 
hielten. Nach 4 weiteren Tagen war die Reinkultur erzielt. Auf die genaue 
prozentuale Zusammensetzung kam es nicht so sehr an, nur durfte die 
Reaktion nicht zu sehr vom Neutralpunkt abweichen. Schwach basische 
Loésungen waren besser als schwach saure. Am reichsten war die Ver- 
mehrung in unserer ,,Huglena-gracilis-Lésung‘‘. Diese enthalt 0,1°/, Na- 
Acetat; 0,1°/, Fleischextrakt; 0,2°/, Bacto Tryptone Difco und 0,2°/, 
Hefeextrakt Difco. 


Auch auf entsprechend zusammengesetzten Agarmedien war das 
Wachstum sehr gut. Die darauf entstehenden Kolonien waren ebenso 
groB wie die von Polytoma uvella, aber fast weiB, hochstens schwach 
hautfarben, nicht gelborange. Die meisten Stéamme von Polytoma, die ich 
kultiviert habe, auch morphologisch von Polytoma uvella abweichende, 
sowie solche von Hyalogonium, hatten auf Agar orange gefarbte Kolonien. 
Die Sattigung der Farbe war allerdings, in Zusammenhang mit der 
Starke- und der Schleimbildung, je nach Art und Lebensbedingungen 
etwas verschieden. 


Unter dem Mikroskop (siehe Abb.7—10) sahen die Zellen aus den 
Fliissigkeits- und Agarkulturen so aus wie die eines langlichen Polytoma 
mit Augenfleck. In den Agarkulturen enthielten sie viel Starke. Die ab- 
stehende Hiille war nicht zu sehen. Nur in verdiinnteren Lésungen mit 
Zusatz von Erdabkochung hatten die Zellen das typische Aussehen, also 
z.B. wenn die obige ,,Zuglena-gracilis-Lésung“ mit der gleichen Menge 
verdiinnter Erdabkochung vermischt wurde. Die organischen Nahrstoffe 
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konnten auch noch mehr verdiinnt werden. Wurden sie jedoch konzen- 
trierter angewandt, so léste sich die Wand nicht vom Protoplasten, 
sondern umschlo8 ihn eng. 

Abstehende Hiillen sind schon bei schwacher Vergr6Berung erkennbar 
(siche Abb. 1—4). Sie sind gew6hnlich 20—30 wu lang und 15—18 w breit. 


Abb. 1—6 


Abb.1—10. Sphaerellopsis hyalina n.sp., 1500mal. 1—3 Typische Ausbildung; 4 Hinterende des 

Protoplasten frei; 5 Zellwand nur hinten abgehoben; 6 Bei reicher Erndhrung keine abstehende Hiille. 

pV pulsierende Vacuolen, Sti Stigma, Std Starke; 7 Der seltene Fall, daB die Hiille vorn und hinten 
abgehoben ist; 8 und 9 Teilungsstadien; 10 stirkeerfiillte Zellen von Agarkultur 


Gewohnlich ist die Hiille eif6rmig; sie kann aber in der Mitte etwas auf- 
geblaht und dann citronenférmig sein. Der Zellkérper innerhalb der 
Hiille ist spindelig, gew6hnlich hinten ausgezogen, oft in der Mitte ver- 
dickt. 

Der Zellkern ist groB, ungefihr in der Mitte, mit deutlichem Nucleo- 
lus. Der Augenfleck liegt etwas weiter vorn und ist immer deutlich zu 
sehen. Bei der Zweiteilung der Zellen treten die Augenflecke in den 
Tochterzellen frithzeitig auf. Die mehr als kérperlangen zwei GeiBeln 
sitzen auf einer kleinen Plasmapapille, die in Individuen mit weiter 
Hiille nach vorn ausgezogen sein kann. Der Grund der GeiBeln durchsetzt 
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dann die Hiille und den Zwischenraum zwischen dieser und dem Vorder- 
ende des Korpers. Vorn liegen zwei pulsierende Vacuolen. 

Reich ernahrte Zellen sind langlich ellipsoidisch, 15—16 - 10—12 Lu 
groB und haben entweder gar keine Hiille, oder die Zellwand ist hinten, 
seltener auch vorn etwas abgehoben. Dadurch unterscheiden sie sich 


8 9 
Abb. 7—10 


noch nicht deutlich von Polytoma, bei dem allerdings derartige Abhebun- 
gen erst bei Nahrstoffmangel eintreten. 

Mit sehr verdiinntem Methylenblau farbt sich die Hiille und die ein- 
geschlossene Fliissigkeit oder Gallerte lila. Starkere Methylenblau- 
Loésung 148t im Plasma rote, metachromatische Kérnchen hervortreten, 
wahrend die AuBenschicht blauviolett wird. An osmiumfixierten Zellen 
farbt Methylenblau, wie bei anderen Volvocalen, die GeiBeln stark. Man 
sieht dann noch deutlicher als im ungefairbten Praparat, wie sie dem aus- 
gezogenen vordersten Teil des Protoplasten aufsitzen. 

Sexuelle Vermehrung oder Dauerorgane wurden nicht beobachtet. 
Sphaerellopsis hyalina liefert ein klares Beispiel fiir die Erfahrung, daB 
oft die Ausbildung, an der ein Organismus erkannt wird, nur unter 
bestimmten Umstanden zustande kommt. Die Bedingungen fiir Wachstum 
und Vermehrung sind weiter als die fiir das Hervortreten des Gattungs- 
merkmales. Die vereinfachte Form wiirde als Polytoma bestimmt werden. 
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Summary 


An apochlorotic member of the genus Sphaerellopsis is described, 
devoid of chromatophores but having an eye-spot and depositing starch. 
The wide envelope, characteristic of the genus, is only formed in dilute 
media. When better nourished the cells appear like those of Polytoma. 
Doubts are expressed as to the validity of green species of the genus 
differing in minor details. 
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Despite the numerous studies of microbiological events in soil, there 
have been few investigations into the relative significance of the various 
factors that influence the activity of the microbial population in soil. 
Most studies in soil microbiology have been concerned with either 
specific groups of the soil microflora or specific activities such as nitrifi- 
cation, organic matter transformations, or repression of plant pathogens. 
On the other hand, there is considerable information on the growth 
requirements of many soil organisms in pure culture. Soil as an environ- 
ment for microbial growth possesses certain unique features which, in 
conjunction with the complications involved in dealing with mixed 
populations, have made it difficult to obtain equally definitive information 
about soil cultures. Although the soil environment does not change the 
biochemical potentialities of microorganisms, it may influence the expres- 
sion of these potentialities. 

Some of the contradictory results found in the soil microbiological 
literature may be the result of not knowing fully the degree of interaction 
between factors that affect microbial activity. As an example, the dis- 
agreement over the formulas for the kinetics of glucose decomposition in 
soil suggested by Lens (1949, 1950), DRopniK (1958, 1960), and CHAsE 
and Gray (1957), may be due, in part, to the different abilities of the 
soils used in their investigations to satisfy the factors which limit 
microbial development. 

The present communication describes the influence of several environ- 
mental factors on the microbial activity of a sandy soil. Subsequent 
publications will describe others. Although an attempt was made to 
investigate the influence of each of these factors individually, it is obvious 
that the expression of some is influenced by interactions with others. 

In order to minimize the influence of the native soil organic matter and 
structural aggregation, a soil low in organic matter and clay was employed. 
Glucose was used as the substrate, because the great majority of soil 
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organisms can readily utilize this as a carbon source. Microbial activity 
was followed indirectly by the determination of CO, evolution; this was 
assumed to be the best single parameter for measuring the activity of the 
soil micropopulation. 

Experimental 


The soil used in these investigations was classified in the field as an Ottawa 
loamy fine sand (VEATCH et al. 1930), but as an Ottawa sand by mechanical analysis 
in the laboratory (Table 1). The top four inches of soil were sampled in the field 


Table 1. Some chemical and physical properties of Ottawa loamy fine sand 


Property Value? Method of Analysis 

Organic matter 0.85°/, Weight loss on dry combustion 
at 600° C 

Total carbon 0.16°/, Wet combustion 
Total nitrogen 0.02°/, Kjeldahl? 
Carbon/nitrogen ratio 8.0 
Available phosphorus 0.014°/, NH,F-HCl extraction® 
Available potassium 0.007°/, NH, acetate extraction® 
Available sulfur 0.00038°/, Morgan solution extraction * 
Magnesium 0.0034°/, (NH,).SO,-HCl extraction® 
Manganese 0.00025°/, Morgan solution extraction*® 
Boron negative test | H,O extraction® 
Nitrates negative test | Morgan solution extraction® 
Soluble salts negative test | H,O extraction; conductivity ® 
PH 6.2 1:2 soil: water ratio 
Lime requirement 1 ton/acre Buffer solution® 
Base exchange capacity 0.92 meq/100 g| NH,HCO, replacement 
Particle density 2.68 g/cc Pycnometer® 
Bulk density 1.40 g/ce (on disturbed cores) ® 
Sand 96.3°/, Sieve method ® 
Silt dehy, Sieve method ® 
Clay 2.69/, Sieve method ® 
Air-dry moisture 0.41°/, Dried under fan 
Wilting coefficient moisture 1.8°/, Pressure membrane (15atmos.)® 
1/, atmos. pressure moisture 4.79/, Tension table® 
Aeration porosity moisture 12.6°/, Tension table (60 cm tension) > 
Field capacity moisture 16.3°/, Column method 


1 All values calculated on an oven-dry basis. 

* Analysis courtesy of Dr. A. R. Wotcorr, Michigan State University. 

* Procedures are those employed by the Ohio State Soil Testing Service. Analysis 
courtesy of Mr. Ray Lryvitie, The Ohio State University. 

4 Analysis courtesy of Dr. H. V. Jonpan, USDA, A.R.S., Eastern Section of 
Soil and Water Management, State College, Mississippi. 

» Analysis courtesy of Dr. G. 8S. Taytor, The Ohio State University. 

° Analysis courtesy of Dr. M. R. HeppLEson, The Ohio State University. 


in December under a shallow mantle of melting snow. For two years prior to 
sampling, the soil had been cropped to barley followed by alfalfa. Yields had been 
low. Some physical and chemical properties of the soil are presented in Table 1. 
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Because a uniform supply of soil was required for studies extending over 
several years, a large volume of soil was air-dried, sieved through a 3 mm screen, 
mixed by quartering, and stored. Although it has been reported that air-drying 
changes the microbial activity of soils (Brrou 1958; LesepsanrzEv 1924; StmvEn- 
son 1957), it was concluded that relatively fewer changes would occur between 
experiments if the original volume of soil was allowed to dry. Subsequent experi- 
ments have confirmed this assumption, as it has been possible to obtain virtually 
identical results from experiments repeated after intervals as great as 15 months. 
All experiments, unless otherwise noted, were conducted with 200 g samples of 
soil in 1/, pint (275 cc) widemouth canning jars. The various additives were mixed 
with sufficient water to bring the soil moisture content to field capacity; the final 
free water content was 16°/, (w/w). After addition of the solutions, the jars were 
stoppered, the soils and additives thoroughly mixed, and the jars placed at 3° C 
for at least 24 hours. Preliminary experiments indicated that this equilibration 
period was required to obtain uniform distribution of the solutions throughout the 
soil, without loss of glucose. After equilibration, the jars were attached to an 
aspiration manifold in a constant temperature room maintained at 25° + 1°C. 
The soils were continuously flushed with CO,-free air at a rate of 14 1/hr, and the 
CO, evolved from the soils was collected in NaOH and determined titrimetrically 
(Stotzky and MortTENSEN 1957). 


Results 
Effect of various levels of glucose on the rate of CO, evolution 


In order to determine the microbial activity of this soil, various 
levels of glucose were added. The CO, evolution curves obtained (Fig. 1) 


Lan ie c= O ad 
0 va o /2 VG pn ICY Come Ge Oe HO 
Days 
Fig. 1. Daily rate of CO, evolution from soil treated with various levels of glucose. °/, Glucose: --- None; 
© 0.5;41.0;0 1.5; @ 2.0; 42.5; @ 3.75 


were considerably different than the respiration patterns that are usually 
observed with soils amended with an available carbon source. Approxi- 
mately 9—15 days were required to achieve a maximum rate of CO, 
evolution; the usual early sharp peak was not apparent; and the height 
of the CO, evolution curves did not increase significantly with additions 
of glucose greater than 1.5°/9, suggesting that some factor other than the 
supply of energy material was limiting. Instead of the usual respiration 
23% 
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peaks, the CO, evolution curves exhibited plateaus, the duration of 
which appeared to be a function of the amount of glucose added. Due 
to the small amount of carbon added, the duration of the plateaus in the 
0.5 and 1.0°/, glucose treatments was considerably shorter and occurred 
at lower levels than the plateaus with the higher additions of glucose. 
Once the available carbon was exhausted, the rate of CO, evolution 
sharply decreased. The rate of decrease was approximately the same, 
regardless of the original concentration of carbon. 

The patterns of CO, evolution suggested that the maximum microbial 
potential of the soil was not realized. Inasmuch as the large additions 
of glucose considerably raised the C/N ratio, the amount of nitrogen 
available may have limited the development of the microorganisms. 
Accordingly, the experiment was repeated with various levels of nitrogen 
added. 


Effect of various levels of nitrogen and glucose on the rate of CO, evolution 


Various levels of glucose and nitrogen were added with sufficient 
water to bring the soil samples to field capacity. NH,NO, was used as the 
nitrogen source in order not to affect the pH and to provide both the 
nitrate and ammonium ions. The results, illustrated in Fig.2, clearly 
indicate that the supply of available nitrogen did limit glucose utilization 
in the previous experiment. The peaks in CO, evolution occurred within 
the first 3 days as compared to 9—15 days, and the maximum rate of 
evolution was more than twice that obtained when nitrogen was not 
added. The attainment of peak CO, evolution after 2 to 3 days of incuba- 
tion was still at variance with the CO, patterns obtained with some soils 
from which the maximum rate of respiration is usually observed within 
the first 24 hours (CHAsE and Gray 1957; Dropnik 1958; KatzNELson 
and STEVENSON 1956: Koxrpr 1954; Lrrs 1949; Newman and NorMAn 
1941; Srorzky etal. 1956; Storzky and Morrmnsen 1957, 1958). This 
lag in respiration was probably due to the low endogenous microbial 
activity of this soil, so that 2 to 3 days were required to permit the 
microbial population to increase to a level that enabled maximum 
utilization of the added glucose. 

Essentially the same respiratory patterns were obtained with all 
three levels of nitrogen, Although the peaks in the CO, evolution curves 
were considerably higher than in the absence of nitrogen, there was no 
significant increase in the rate of evolution with levels of glucose greater 
than 1.0°/). Once the peak in evolution was attained, respiration decreased 
rapidly in the samples treated with 0.5, 1.0, and 1.5°/, glucose. The 
samples which received more than 1.5°/, glucose exhibited a plateau in 
the rate of respiration approximately half-way between the minimum 
and maximum rates. The duration of this plateau was again dependent 
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upon the amount of glucose added, and the rate of decrease in CO, evolution 
was approximately the same for all levels of glucose, again indicating 
that microbial activity was 
maintained at a high level /é0\- 
only until the amount of 
available carbon was de- 
pleted. ae 
The presence of pla- 120 
teaus and the similarity in /00\-k 
the height of the evolution : 


9 
160 DOK IN 


peaks of samples treated @. 
with levels of glucose 604 | 
greater than 1.0°/, may Yo 


have been caused by the 
limitation of some nutrient 
elements other than nit- 
rogen. When nitrogen was 180 


added, the rate of glucose Ss ia 
decomposition increased & 
until other elements be- S/ Oh 
came limiting. Only a por- [2/2 
tion of these elements was  F jy 
irreversibly immobilized, ‘5 al 
because the plateaus in 3 
respiration did not occur § 4 
at the level of the peaks. S40 


The constant rate of res- 
piration in the region of 
the plateaus indicated that 
the rates of mineralization 80 
and re-utilization of a por- 
tion of the limiting nutri- 
ent element or elements 
were rapid and essentially = /z-| 
equal. There apparently | | 
was a sufficient quantity 


. oO 
of these nutrients present 
in the soil to affect com- 60 
40 
Fig.2. Daily rate of CO, evolution 20 
from soil treated with various levels AB aS as aS ites OE 
of glucose and nitrogen. °/, Glucose: 0 y 3 == 72 = 6 a a a a a 


--- None; © 0.5; 41.0; 01.5; @ 2.0; 


42.55 3.75 Days 
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plete decomposition of glucose added at the 0.5 and 1.0°/) levels, as 
evidenced by the absence of plateaus. The turnover rate of the limiting 
elements was not as rapid as that of nitrogen, inasmuch as the pla- 
teaus occurred at approximately the same level of respiration even 
when nitrogen was not added (Fig. 1). 

The plateaus and the similarity in peak heights might also have 
resulted from changes in the microbial population and the lack of space 
for development of these populations. The sequential development of 
microbial populations after the addition of carbonaceous materials to 
soil was suggested in 1924 by Wrvoarapsky (see RussELL 1950) in his 
concept of “autochthonous” and ‘“‘zymogenous” populations, and again 
recently by GARRETT (1956) in ecological classifications of soil-inhabiting 
fungi. There is ample evidence supporting the concept of sequences of 
organisms in the decomposition of heterogeneous substrates such as 
plant residues. When only a single soluble substrate such as glucose is 
involved, other possibilities must be considered. The addition of glucose 
supported rapid development of a microbial population which perhaps 
only incompletely decomposed the glucose. The resulting intermediary 
products may have inhibited further development of this “‘primary”’ 
population but were metabolized by “‘secondary”’ organisms. The develop- 
ment of the ‘‘secondary”’ population may have been limited by the high 
concentrations of glucose (ENGLESBERG 1959, ForBEs and Srvae 1951, 
Kiic Ler et al. 1943, WzssmaNn et al. 1958), a slow growth rate, or the 
need for growth factors synthesized by the “‘primary”’ population. 

Microorganisms in soil develop primarily in water films, contact 
rings, and capillaries between soil particles (BARTHOLOMEW and NoRMAN 
1946, BoaumiK and CLARK 1947, ELLINGER and QUASTEL 1948, QUASTEL 
and SCHOLEFIELD 1951); thus, the spatial distribution of organisms in 
these areas may also have been responsible for the CO, evolution patterns 
obtained. With the ample supply of substrate, this space may have 
become virtually filled with cells of the ‘primary’? population, the 
senescent tissues of which were protected from decomposition by the 
presence of more available energy sources, i. e., glucose and its products. 
The activity of the “secondary” population may have been restricted 
by the space available for its development, despite the presence of 
available substrates. The dead cells ultimately decomposed, as indicated 
by the gradual decline in the rate of CO, evolution in the latter part of the 
incubation period, but, inasmuch as all available carbon had been 
utilized by this time, the space limitations no longer restricted activity. 
The data in Fig.2 do not make it possible to distinguish between these 
and other possibilities. 

At least 0.08°/) N was required for maximum decomposition of the 
added glucose (‘Tables 2, 3). There were no significant differences between 
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Table 2. Recovery of added glucose as CO, from soil treated with various levels of 
glucose and nitrogen and incubated for 43 days 


Additions C/N Ratio Recovery of carbon as CO, (°/,) 


Total CO, 
evolved 


Addi- Added glucose only Added 


Glucose NH,NO; ae tions + luc 
Additions] : (mg C/ glucose + 
(mg © N t 1 ; ati i 
sigan | 200gem| = [et] 2008200 | rerucing Bsctaing] “ET? sO 
matter! control* | control* | smatter4 
a ee re Ps Tee: Re ACR AIAN At umemer A era 
0) 0 — 8 52 = = 16 
0 80 — 2.7 56 = — 18 
0 160 = 1.6 73 = ae 23 
0 300 — 0.9 110 = — 34 
400 0 — 18 344 86 73 47 
400 80 5 6 342 86 72 47 
400 160 2.5 3.6 367 92 74 50 
400 300 1.3 2.1 423 106 78 58 
800 0 — 28 669 84 77 60 
800 80 10 9.3 637 80 73 57 
800 160 5 5.6 637 80 71 57 
800 300 2.6 3.2 715 89 75 64 
1200 0 — 38 969 81 76 64 
1200 80 15 12.6 966 81 76 64 
1200 160 7.5 7.6 947 79 73 62 
1200 300 4 4.4 1063 89 79 69 
1600 0 — 48 1137 71 68 59 
1600 80 20 16 1342 84 80 70 
1600 160 10 9.6 1342 84 79 70 
1600 300 5.3 5.6 1442 90 83 75 
2000 0 — 58 1353 68 65 58 
2000 80 25 19.3 1614 81 78 70 
2000 160 12.5 11.6 1750 88 84 75 
2000 300 6.6 6.8 1746 87 82 75 
3000 0 — 83 1973 66 64 59 
3000 80 37.5 27.5 2188 73 71 66 
3000 160 18.8 16.6 2340 78 76 70 
3000 300 10 earl 2425 81 ied 73 
Mean - standard error 1037-+-137.1]83+1.7 |75+1.0 |} 583.1 
Gosia) 
Coefficient of variation 68.8°/, 1029 uel Or Sa) geal oso s 
(13.39/)8 


1 Soil contained 320 mg C and 40 mg N/200 g soil; C/N = 8. 

2 (Total C evolved/C added as glucose) x 100. 

3 (Total C evolved — C evolved from control/C added as glucose) x 100; assume 
no ‘“‘priming action”’. 

4 (Total C evolved/C added as glucose + C present in native soil organic 
matter) x 100. 

5 Excluding controls which received no glucose. 
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the 0 and 0.04°/, N additions in total amount of CO, evolved nor in per 
cent carbon recovered as CO, from the added glucose. A significant increase 
in per cent carbon recovery was obtained, however, with the 0.04°/,N 
addition when carbon recovery was calculated on the basis of the total 
carbon present in the soil (i.e., added glucose plus the native soil carbon). 


Table 3. Summary table for analysis of variance of data in Table 2+ 


Recovery of carbon as CO; (°/o) 


Added glucose + native 


Total CO 
; soil organic matter 


Added glucose only 


Including Excluding Including Excluding 


control? control? control* control® 
Glucose added Cr Miata 
(mg C/200 g soil) 
0 (Pail -- — 22.8 -- 
“400 369.0 92.5 74.2 50.5 50.5 
800 664.5 83.3 74.0 59.5 59.5 
1200 986.2 82.5 76.0 64.8 64.8 
1600 1315.7 82.3 ho 68.5 68.5 
2000 1615.7 81.0 77.2 69.5 69.5 
3000 2231.5 74.5 72.0 67.0 67.0 
Level of 
probability EAD 
0.05 129.20 6.90 6.59 5.38 5.46 
0.01 177.00 9.55 9.11 Deol. 7.54 
NH,NO, added 
(mg N/200 ¢ soil) Grand mean 
0 928.1 76.0 70.5 51.9 57.8 
80 1020.7 80.8 75.0 56.0 62.3 
160 1065.1 83.5 76.1 58.1 64.0 
300 1132.0 90.3 79.0 64.0 69.0 
Level of 
probability LSD 
0.05 97.70 5.63 5.37 4.08 4.45 
0.01 133.83 | 7.78 | 8.69 5.58 6.16 


1 See footnotes in Table 2. 


The addition of nitrogen increased the decomposition of the native soil 
organic matter, even though the C/N ratio of the soil organic matter was 
probably low enough for maximum decomposition (Table 1). Whether 
the added nitrogen was used directly in decomposition of the soil organic 
matter or whether the microorganisms preferentially utilized some of the 
native soil nitrogen (BROADBENT 1948; Jansson 1955; Srosyanovio and 
BroapBent 1956; Storzky and MorrensEn 1958), could not be deter- 
mined in this study. 
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A significant difference in glucose recovery was apparent only be- 
tween the 0.5 and 1.0°/, glucose levels, and then only when recovery was 
calculated on the basis of added glucose alone. This difference was due 
primarily to the amount of carbon evolved from the control soil. The per 
cent recoveries from any of the levels of glucose added were not signifi- 
cantly different when the recovery values were corrected for the CO, 
evolved from the control soils, indicating little “priming action” in this 
experiment (BROADBENT 1948; Srorzky and MorrensEen 1958). The 
recovery values calculated on the basis of both the added and residual 
soil carbon were lower than when calculated on the basis of added glucose 


Table 4. Organic matter content of soil after 43 days of incubation with various levels 
of glucose and nitrogen 


NH,NO, Glucose added (°/, C) Nitrogen 
(“lo N) 0 | 0.2 | 0.4 | 0.6 0.8 1.0 1.5 grand mean 
Organic matter (°/,) 
0 003 ROL04 OOS een ome ie sO slat ooriel 40 1.157 
0.15 RPI Ne RS feels PSO Bee WY Beate Yr es ys Bs bata} 1.352 
Carbon 
grand mean 1.075| 1.103} 1.110) 1.243] 1.335) 1.410] 1.508 


LSD P = 0.05 P = 0.01 
Carbon 0.0618 0.0857 
Nitrogen 0.0331 0.0460 
Carbon X nitrogen 0.0875 0.1215 


alone, further showing that the residual soil organic matter was quite 
resistant to decomposition. Although the rate of CO, evolution was 
considerably different when nitrogen was added than when it was not, 
the amount of glucose utilized by the end of the incubation period was 
essentially the same for all nitrogen treatments, indicating again a rapid 
turnover in soil nitrogen. 

The C/N ratio of either the additives alone or of the additives plus the 
soil organic matter did not seem to be significant in the decomposition 
of glucose. Only at C/N ratios greater than 38 was there any decrease in 
the amount of glucose recovered, and this difference would, undoubtedly, 
have been eliminated had the incubation period been extended. The C/N 
ratio of all systems was constantly decreasing, due to removal of carbon 
as CO,, and the most important factor controlling the rate and amount of 
decomposition appeared to be the level of available carbon (StorzKy and 
Mortensen 1957). 

Although the per cent of glucose recovered as CO, was essentially the 
same at all levels of addition, the final organic matter content of the 
soil increased with an increase in level of glucose added (Table 4). 
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Conversely, the mineral nitrogen content at the end of the incubation 
period was lower with the higher levels of glucose (Table 5). There was 
no significant increase in organic matter content and no significant 
decrease in mineral nitrogen with levels of glucose less than 1.0°/ . 
Products rich in nitrogen apparently accumulated in the soils which 
received the higher levels of glucose. These products probably consisted 
primarily of cell protoplasm, indicating that the plateaus in respiration 
may have resulted from a limitation of space caused by accumulation of 
dead cells. The high recovery of added mineral nitrogen and the small 


Table 5. Recovery of mineral nitrogen from soil after 43 days of incubation with various 
levels of glucose and 0.15°/, N as NH,NO, 


Glucose added (°/, C) 
Mineral nitrogen recovered 


(°/o) 
Mean + standard error = 87.7-+-1.99. Coefficient of variation = 6.0°/ . 


82 


Table 6. pz of soil after 43 days of incubation with various levels of glucose and nitrogen 
(px determined on a 1:2 soil: water slurry) 


NH,NO,; added 


Glucose added (°/, C) 


(*o N) 0 0.2 0.4 | 0.6 0.8 1.0 1.5 
pH 

0 6.9 ya 7s 7.4 7.5 12 ee. 

0.15 6.6 6.6 6.6 6.7 7.0 7.0 ORS: 

0.04 * = * * * = des 

0.08 Ms * * * * * 7.4 


* No measurements made. 


amount of CO, evolved from the soil which received no glucose further 
showed that microbial activity was low when available carbon was not 
present. 

The px of the soils was higher at the end than at the beginning of the 
incubation period (‘Table 6). The higher px of the soils treated with the 
larger quantities of glucose was correlated with the amount of nitrogen 
immobilized. Because approximately equal amounts of ammonium- and 
nitrate-nitrogen were recovered at the end of the incubation, the pq 
changes could not be attributed to the added nitrogen source. 

An inverse relationship between rate of CO, evolution and level of 
glucose added was noted on the first day of incubation. This relationship 
was consistent with all levels of nitrogen, but was more pronounced 
when nitrogen was added (Fig.1,2). This apparent restriction in devel- 
opment of the microbial population may have been caused by the 
toxicity of glucose to certain organisms (ENGLESBERG 1959; ForBEs and 
SrvaG 1951; Kiicimr et al. 1943; Wrssman et al. 1958) or by osmotic 
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pressure effects. The amount of CO, evolved at each level of glucose 
decreased as the concentration of nitrogen increased, indicating that the 
restriction was probably the result of hypertonic osmotic pressures. The 
osmotic effect was also manifest in the height of the respiration peaks 
which were lower with 2.5 and 3.75 than with 1.0, 1.5, or 2.0°/, glucose. 


Definition of the CO, evolution curves 


To define further the CO, evolution curves obtained in the previous experinent, 
multiple sub-sample technique was employed (Srorzxy et al. 1958). This method 
enabled continuous collection of evolved CO, and concomitant sampling of soil 
without disturbing the environmental equilibrium of the remainder of the incubat- 
ing soil. Seventy-five g of air-dried soil were placed in vials (40x90 mm) and 
treated with 1, 2, or 4°/, glucose, 0.08°/, N as NH,NO,, and sufficient water to 
bring the soils to 16°/, moisture. The soils and solutions were thoroughly mixed, and 
the vials were covered with aluminum foil. After 36 hours of equilibration at 3°C, 


Table 7. Recovery of glucose from soil incubated at 3° 0} 


Gintoceradded Length of incubation (days) 
(°/o) 0 | 1 | 2 | 9 | 15 | 28 


o/, recovery 


il 98 97 102 104 101 97 
2 98 100 96 101 102 98 
4 97 100 97 100 99 98 


1 One ml toluene added to soil. 


the aluminium foil was removed, 17 vials identical in treatment were placed into 
large jars which were attached to the manifold, and evolved CO, was collected. 
Individual vials were withdrawn periodically during the incubation period. From 
these, subsamples of 10 g for the determination of moisture, 5 g for py determina- 
tion, and 5 g for dilution plating of microorganisms were removed. A small amount 
of detergent was added to the first dilution, and bacteria and fungi were plated in 
duplicate at two dilutions on soil extract (JamEs 1958) and rose bengal-strepto- 
mycin (Martin 1950) media, respectively. One ml of the highest soil dilution was 
also placed into test tubes containing nutrient broth and brom-cresol purple 
indicator1, in order to measure the acid-producing potential of the soil population. 
Plates and tubes were incubated at 25° C. A further 20 g of soil was shaken with 
75 ml of distilled water on a reciprocal shaker for 1 hour, the mixture filtered with 
the help of diatomaceous earth?, and the filtrate diluted to 100 ml with distilled 
water. A portion of the filtrate was treated with Ba(OH), and ZnSO, in order to 
remove all polar material (Somoay1 1952), and the glucose remaining in the soil 
was determined enzymatically*. The optical density of the residual filtrate was 
measured at 260, 280, and 400 my. 


1 Bacto Purple Broth Base, Difco No. B227. 

2 Celite Analytical Filter Aid, Johns-Manville. 

3 This procedure involved oxidation of glucose to gluconic acid and H,O, by 
glucose oxidase, and reaction of the H,O, with o-dianisidine in the presence of 
peroxidase. The color produced was measured spectrophotometrically at 401 my. 
The enzymes and chromogenic acceptor were obtained from the Worthington 
Biochemical Corporation, Freehold, New Jersey, under the name of Glucostat. 
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To determine if glucose added to this soil could be recovered by this method 
of extraction, 1, 2, or 4°/, glucose was added to 50 g samples of air-dried soil. The 
samples were brought to 16°/, moisture, 1 ml of toluene was added before mixing, 
and the samples were placed at 3° C. After various periods of time, samples were 
removed, extracted, and analyzed for glucose by the above procedure. The results 
(Table 7), in agreement with those of GREENLAND (1956), show that glucose was 
not irreversibly adsorbed by the soil and could be extracted quantitatively with 
water. 

The carbon balance throughout the incubation period (Fig.3) was 
calculated only on the basis of glucose added, i. e., the native soil organic 
matter was not included. Al- 
though the rate of CO, evolu- 
tion fell rapidly to that of the 
control soil once the glucose 
was completely utilized, the 
decrease occurred several days 
after glucose could no longer be 
recovered, indicating that dur- 
ing this interval intermediates 
between glucose and CO, were 
being decomposed. The longer 
time lag between the disappear- 
ance of glucose and the de- 
crease in rate of CO, evolution 
showed that more intermedi- 
ates were produced in samples 
LRT b La ea ae a oan nn, bad. been: treated swish 

Days the higher levels of glucose. 


Fig.3. Carbon balance of soil treated with various The curves for glucose dis- 


levels of glucose and 0.08°/, nitrogen. Calculated on appearance were similar in 
basis of added glucose only. } recovered as CO,: 2 
4 recovered as glucose; © total recovered; © total profile to the CO, evolution cur- 


not recovered ves (Fig.4a). At least four 
distinct slopes were apparent 
in both curves from samples treated with 4°/, glucose, indicating changes 
in the rate of microbial activity during the incubation period. The rate 
of activity was probably governed by (1) the turnover rate of limiting 
elements, (2) the rate at which more space became available, and/or 
(3) the differential rates of utilization of intermediates by various 
components of the microbial population present at any specific time. 
The per cent recovery of added glucose as CO, and unchanged glucose 
during the first few days of incubation was greater with the higher levels 
of addition. If the amount of glucose that was not recovered either as 
unchanged glucose or as evolved CO, was a measure of cell mass and 
intermediates, then proportionately more of these were produced during 
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the early part of the incubation in samples treated with the lower levels 
of glucose. These results, in addition to the inverse relationship between 
addition level and initial rate of CO, evolution, suggested again that 
microbial activity was restricted when high concentrations of glucose 
were added. 

Changes in px during the course of the incubation were plotted on an 
inverse scale (Fig.4b) to show the similarity between the CO, evolution 
(Fig.4a) and px curves. The reaction of the soil was acid as long as the 
rate of CO, evolution was high, presumably due to accumulation of 
acidic products during the period of high microbial activity. Measurement 


TCX ALT TLD” ER EEG 
Days 


Fig.4. a Daily rate of CO, evolution. b Daily changes in pu. Soil treated with various levels of glucose 
and 0.08°/, nitrogen. °/, Glucose: © none; 5 1.0; 4 2.0; ° 4.0 


of the acid-producing potential of the soil population confirmed this 
accumulation and indicated that acids formed at any specific time were 
not decomposed immediately after formation, but persisted for several 
days. The px again increased several days before the rate of CO, evolution 
decreased to a constant level. Inasmuch as added glucose had completely 
disappeared before this time (Fig.3), acidic intermediates were apparently 
decomposed preferentially, and basic products accumulated. The final py 
of the soils was directly related to the amount of glucose added, indicating 
a greater production and/or accumulation of basic products with the 
higher levels of carbon. 

The pu and carbon balance curves suggested that, although added 
glucose was rapidly attacked, not all was directly nor completely con- 
verted to CO, or cellular material; some was transformed into metabolic 
intermediates which accumulated. These intermediates were probably 
fermentative products, as suggested by the rapid decrease in px, the 
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odious smell of the soils, the low recovery of glucose as CO, during the 
first two days of incubation, and the high respiratory quotient indicative 
of anaerobic breakdown of glucose (Storzky 1960). The acidity during 
the first 24 hours of incubation was inversely related to the level of 
glucose added, supporting the observation that microbial activity was 
repressed by high levels of glucose. The py data of this and the previous 
experiment show that py should be determined throughout the course of 
an incubation period, as measurements only at the beginning and end 
do not reveal changes occurring during incubation and may result in 
erroneous interpretations. 

The numbers of bacteria and fungi estimated by dilution plating 
(Fig.5) were not correlated with the activity of the microorganisms as. 
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Bacteria and 
actinomycetes 
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Yq oven-dry soil 
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S 


No. colonies x 10 
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Fig.5. Number of microorganisms enumerated in soil treated with various levels of glucose and 0.08°/» 
nitrogen. °/, Glucose: © None; 5 1.0; 4 2.0; © 4.0 


indicated by CO, evolution, glucose disappearance, or pp changes. The 
number of bacteria included both bacteria and actinomycetes ; no attempt 
was made to differentiate these groups. Greater numbers of bacteria and 
fungi were obtained from soils treated with the two lower levels of 
glucose than from the soil which received 4°/, glucose. Considerably 
fewer organisms were enumerated during the period of high CO, evolution 
than after the rate of CO, evolution had decreased to a constant level. 
This lack of correlation between microbial activity and microbial 
numbers, as determined by dilution plating, has been observed previously 
by HavsmnBuUILLER (1950), JENSEN (1936) and VANDECAVEYE (1939), 
and may have resulted from inhibition of some cells by high osmotic 
pressures. The high respiratory quotients (Srorzky 1960) during the 
early part of the incubation and the larger numbers of bacteria and fungi 
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observed after the rate of CO, evolution had decreased, also suggested 
that a portion of the microbial population active during the early part 
of the incubation may have consisted of anaerobes. Inasmuch as the soil 
dilution plates were incubated under aerobic conditions, obligate anaerobes 
did not develop. If a limited number of microbial groups, the distribution 
of which did not vary, was selected by the environmental conditions 
under which the dilution plates were incubated and by the media used, 
then little change would be expected in the number of organisms devel- 
oping. This was not the case, and the fluctuation in number of micro- 
organisms over relatively short periods of time indicated that there were 
qualitative as well as quantitative changes in the soil population. The 
qualitative changes were probably associated with changes in the type 
of metabolic intermediates present at any specific time during the course 
of the incubation. 

The quantitative changes in the fungal population were further 
complicated by the fact that fungi which develop on dilution plates 
arise primarily from spores (WaRcuP 1951). The sporulation of some 
fungi is related to the amount and nature of food available (HAWKER 
1957); i. e., vegetative growth predominates over spore formation when 
food supply is ample, and spores are produced profusely only when the 
supply decreases; apparently this effect is especially pronounced when 
glucose is the source of carbon. The number of fungi estimated by 
dilution plates may, therefore, be inversely related to the number and 
activity of fungi in the soil. This may explain the higher apparent num- 
bers of fungi in soils treated with 1 or 2°/, glucose after the 9th day when 
glucose had been depleted and the rate of CO, evolution was decreasing, 
as well as the inverse relationship between the rate of CO, evolution and 
number of fungi obtained from soil which had been treated with 4°/, 
glucose. The soils which received glucose became covered with a dense 
mycelial growth of mucoraceous fungi which did not sporulate until the 
rate of CO, evolution decreased. The density of the hyphal growth 
appeared to be proportional to the level of glucose added. These species 
are rapid colonizers of soluble carbon substrates (GARRETT 1956, Haw- 
KER 1957) and were probably part of the “‘primary”’ population. Prior to 
sporulation of the mucoraceous fungi, the genera present on dilution 
plates were primarily Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, and Cephalo- 
sporiwm. Once the mucoraceous fungi had sporulated, however, they were 
also observed frequently. 


When the soils were extracted with water for determination of residual glucose, 
it was noted that the intensity of the yellow color of the filtrates was related to 
the level of glucose added. The absorption spectra of the extracts were measured 
in order to determine if differences in color intensity could be related to the concen- 
tration of any particular fractions. The absorption spectra (Fig. 6) of filtrates 
from soils incubated for 7 days did not show any definitive peaks or shoulders, 
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but did indicate quantitative differences in absorption throughout the entire 
spectrum. Inasmuch as the amount of absorption was correlated with the level 
of glucose added, the color intensity of the soil extracts was presumably a measure 
of metabolic products or intermediates. The optical density of the soil extracts, 
therefore, was measured throughout the incubation period at wave lengths of 
260 and 280 my and expressed in units calculated from a formula (LAYNE 1957) 


30 


Optical density 
= 
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y) : 
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Wave length (mw) 
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Fig.6. Absorption spectra of water extracts of soil treated with various levels of glucose and 0.08°/, 
nitrogen and incubated for 7 days. °/) Glucose: Noneg=S— 0.639—— Liby se 2 Ose He 2.5 
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Fig.7. Concentration of water-soluble intermediates present in soil treated with various levels of 
glucose and 0,08°/, nitrogen. °/) Glucose: None; 9 1.0; 4 2.0; 0 4.0 


for determining protein concentrations’. The use of this formula was arbitrary 
and does not imply that proteins contributed significantly to the color intensity. 
To be certain that production of proteins during the course of incubation would 
not unduly bias the use of the 260/280 ratio formula, absorption was also measured 
at 400 mu. The similarity in the curves derived from these two measurements 
(Fig. 7), the absence of distinct shoulders at 260 or 280 mu, and the essentially 
negative results obtained with the Folin-Ciocalteu reagent or on precipitation 


1 mg protein/ml solution = 1.55 Dog) — 0.76 Dygo. 
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with trichloroacetic acid (LAyNE 1957) indicated that the concentration of protein 
in the extracts was low. 


The shapes of the absorption curves approximated those of the CO, 
evolution curves (Fig.4a), once the peak of microbial activity had 
passed. During the early part of incubation there was little accumulation 
of absorbing material, indicating that water-soluble intermediates were 
rapidly decomposed during the period of maximum microbial activity. 
The concentration of intermediates in samples that received 1°/, or 2°/, 
glucose decreased rapidly after the peak of microbial activity had been 
attained, but the concentration with 4°/, glucose increased during the 
first 17 days and was correlated with the plateau obtained in the CO, 
evolution curves. The factors that restricted decomposition of the added 
glucose also apparently inhibited decomposition of the intermediates. The 
level of intermediates increased slightly during the period when the rate 
of CO, evolution was at the plateau level, suggesting that glucose was 
being decomposed with the formation of intermediates. The decreases in 
both the rate of CO, evolution and the level of absorbing material were 
directly correlated after the 17th day, at which time the glucose had 
essentially disappeared, indicating that these intermediates constituted 
the major substrates between the 17th and 21st days. 

An inverse relationship, similar to that obtained with the CO, evolu- 
tion, glucose recovery, and px curves (Fig.3 and 4), was noted after the 
first day of incubation between the level of glucose added and the con- 
centration of intermediates, again showing the inhibitory effects on 
microbial activity of the higher levels of glucose. More intermediates 
were formed during the 1st than during the following 6 or 7 days of 
incubation with all levels of glucose, in agreement with the patterns of 
glucose recovery (Fig.3). Glucose was apparently decomposed rapidly 
but not completely, resulting in the formation of intermediates, the 
concentrations of which were proportional to the amount of glucose added. 
The increase in intermediates during the first 24 hours of incubation was 
possibly the result of anaerobic dissimilation of the glucose, as oxygen 
may not have diffused to the sites of active microbial activity at a 
sufficiently rapid rate (Storzky 1960). A high concentration of metabolic 
intermediates, apparently resistant to decomposition, persisted in soils 
treated with 2 or 4°/, glucose, inasmuch as the absorption curves did not 
decrease to as low a level as did the CO, evolution curves. The inter- 
mediates that persisted were of a basic nature, as indicated by the px 
curves (Fig.4b). 


Effect of phosphorus on the rate of CO, evolution 


Because a marked response in the rate of respiration was obtained 
by the addition of nitrogen, the possibility that the level of available 
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soil phosphorus was also limiting maximum microbial activity was inves- 
tigated. Two-hundred g samples of soil were incubated with 1, 2, or 
4°], glucose, 0.08°/) N as NH,NOg, and 0, 0.004, or 0.04/) P as KH,PO, 
and K,HPO, combined to give a pH of 6.95. The higher respiration 

peaks, the elimination of the plateau 


ee with 2°/, glucose, and the increase 
es is in the height of the first plateau with 
80 hat deaes 4°/, glucose (Fig.8), showed that the 
60 concentration of phosphorus did limit 
the rate of glucose decomposition 

YO : r : 
in previous experiments. Although 
20 addition of phosphorus increased the 
a rate of respiration, in agreement with 
Bee the results of other investigators 
S$ /00 (CHane 1940; Dropnik and KRAMER 

oS 2% Glucose 


C02 Evo/ved|mg 
Ss S$ § 8 8 


1960; Harpren and Youne 1905; 
Karma 1949), the increase was obtain- 
ed only with 0.04°/, P, and a slight 
depressive effect in the rate of res- 
piration occurred with the addition 
of 0.004°/, P. Not only was the 
rate of respiration decreased by the 
addition of 0.004°/, P, but also the 
total amount of glucose recovered 
as CO, was reduced (Tables 8 and 9). 
The depressive effect of 0.004°/, P 
was apparent even when glucose 
was not added. No explanation for 
these responses to 0.004°/, P is 
offered. 
j Although addition of 0.04°/, P in- 
Fig.8. Daily rate of CO, evolution from soil . : 
treated with 0.08°/, nitrogen and various creased the rate of respiration, the 
gral ss errr aA ea ‘lo P: plateau in the CO, evolution curve of 
the soil which received 4°/, glucose 
was not eliminated; instead, two plateaus were obtained. The double 
plateau and the increased height of the first plateau suggested that 
some other factor was still limiting maximum microbial activity. The 
increase in activity, resulting from addition of phosphorus, may have 
rapidly depleted the supply of some other limiting nutrient element or 
elements, the turnover rate of which was not rapid enough for synthesis 
of new cells. When the available supply of the element(s) was depleted, 
respiration decreased until more became available for synthesis of new 
cells, at which time glucose was further decomposed and a second 


Se ed ye eae / ee ae 40 
Days 
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plateau was obtained. The decrease in respiration after attainment of the 
second plateau was due to depletion of the carbon substrate, as discussed 
previously. Experiments with higher levels of phosphorus did not result 
in increased respiration, and 0.04°/, P apparently satisfied the phosphorus 
requirements of the soil microorganisms, even at the highest level of 
glucose addition. 


Table 8. Recovery of added glucose as CO, from soil treated with various levels of 
glucose and phosphorus and incubated for 41 days 


Additions C/P Ratio Recovery of carbon as CO, (°/o) 
: Total CO 
KH,PO, ee evolved Added glucose only paced 
Glucose And KGH PO. Additions tions + (mg C/ glucose + 
(mg C/ ( : P/ ae 1 native soil] 999 s il native soil 
200 g soil) Be il eke organic eee) Including} Excluding) organic 
200 g soil) Tia control? | control? matter 
0 0 — 11.4 31 — _ 10 
0 8 a 8.9 28 — = 9 
0 80 — 3.0 38 _ — 12 
800 0 — 40.0 600 75 veil 54 
800 8 100 Silet 585 73 70 52 
800 80 10 10.4 624 78 73 57 
1600 0 _— 68.6 1276 80 78 67 
1600 8 200 53.3 1244 78 76 65 
1600 80 20 17.8 1322 82 80 69 
3200 0 _ 125.7 2626 82 81 75 
3200 8 400 97.7 2590 80 80 74 
3200 80 40 32.6 2680 84. 83 76 
Mean - standard error 1013-+292.8] '79-+-1.2 | 77--1.5 | 52-+7.6 
‘ 65-43.0)> 
Coefficient of variation S919, 4.49/, 5.99/, | 50.89, 
(14.0°/,)° 


1 Soil contained 320 mg C and 28 mg P/200 g soil; C/P = 11.4. 

2 (Total C evolved/C added as glucose) x 100. 

3 (Total C evolved — C evolved from control/C added as glucose) x 100; assume 
no ‘“‘priming action”. 

4 (Total C evolved/C added as glucose + C present in native soil organic 
matter) < 100. 

> Excluding controls which received no glucose. 


The presence of microbial inhibitors 


The accumulation of products inhibitory to certain groups of soil micro- 
organisms could, as previously suggested, account for the anomalous CO, evolution 
curves obtained. The following experiments were conducted to determine if direct 
evidence for the presence of inhibitors of microbial activity could be obtained. 
One hundred g samples of air-dried soil were mixed with 100g samples of soil 
which had previously been incubated for 69 days with various levels of glucose 

24* 
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Table 9. Summary table for analysis of variance of data in Table 8* 


Recovery of carbon as CO, (°/,) 


Total CO, Added glucose only earn cat nt “P'native 
evolved soil organic matter 
MBE OEU0 € S03) Including Excluding Including Excluding 
control? control® control* control® 
Glucose added Grand 
(mg C/200 g soil) Se peetengg 
0 32.3 —_ -- 10.1 — 
800 603.0 75.4 ph es. 54.2 54.2 
1600 1280.7 80.0 78.1 66.7 66.7 
3200 2632.0 82.0 81.3 74.8 74.8 
Level of 
probability LSD 
0.05 36.78 0.82 1220 amt 1.02 1.32 
0.01 ede | 1.35 1.99 | 1.54 2.19 
KH,PO, and 
K,HPO, added Grand mean 
(mg P/200 g soil) 
0 1133.2 79.0 76.9 Es We! 64.9 
8 1111.8 77.0 75.2 49.9 63.5 
80 1166.0 1.4 78.7 53.4 67.3 
Level of Q 
probability Ley 
0.05 31.86 0.82 1.20 0.88 | 1.32 
0.01 48.27 | 1.35 1.99 | 1.33 2.19 


1 See footnotes in Table 8. 


and subsequently dried at 75°C. One per cent glucose plus sufficient water to 
bring the soils to field capacity were added, and the soils were thoroughly mixed. 
Nitrogen and phosphorus were not added, as a slow rate of microbial activity was 
desired to avoid masking the effects of possible inhibitors. 

The CO, evolution curves (Fig.9) did not indicate the presence of 
any inhibitory material, but rather the presence of stimulatory sub- 
stances. There was a marked increase in the rate of respiration during 
the early part of the incubation in the samples which contained 100 g 
of soil previously incubated with 0.5 and 1.0°/, glucose. This stimulation 
in respiration was possibly due to the presence of nitrogen mineralized from 
the soil organic matter during the initial incubation. A greater concen- 
tration of readily available nitrogen was probably present in these soils 
than in those which received higher levels of glucose, because not as 
much nitrogen was immobilized in microbial cells (Table 5). 

The greater height of the CO, evolution peak of the sample which 
received no pre-incubated soil was probably due to the slower utilization 
of glucose prior to attainment of the peak. The greater respiration during 
the early part of the incubation period and the higher recovery of added 
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glucose as CO, from samples which received pre-incubated soils (Table 10) 
indicated that some material, most probably inorganic nitrogen, was 
present in the pre-incubated soils which enabled more rapid utilization 


of glucose. 


Aliquots of extracts of the pre-incubated soils were added to different soil 
samples on the 8th, 11th, and 21st day, to determine if possible inhibitory materials 


were destroyed by drying the 
pre-incubated soil at 75°C 
and if the stimulatory sub- 
stances were acting on differ- 
ent segments of the microbial 
population at specific times 
during the course of the in- 
cubation. The extracts were 
obtained by shaking 100¢ of 
pre-incubated soil with distil- 
led water and filtering through 
a Seitz bacterial filter. The 
amount of organic matter 
present in the extracts was 
determined by wet combus- 
tion and by absorption meas- 
urements at 260 and 400 my. 
A high correlation was ob- 
tained between the two me- 
thods for determining the 
organic content of the ex- 
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Fig.9. Daily rate of CO, evolution from a mixture of fresh 

soil and soil pre-incubated with various levels of glucose. 

Mixture received 1°/) glucose. 100 g new soil + 100g soil 

preincubated with glucose: © None; © 0.5%); 41.0%); 

O 1.5, 2.0, or 2.5°/, (average curve); ——— not preincubated 
(200 g new soil) 


tracts. The amount of or- 
ganic material in each aliquot of the extracts was equivalent to that contained 
in 20 g of the pre-incubated soils added in the previous experiment. 


Table 10. Recovery of added glucose as CO, from a mixture of 100g pre-incubated 
and 100 g fresh soil after 26 days of incubation 


Glucose added to |C added in 100g Total Gladded Recovery of carbon as CO,* 
ong Ciz00)* | soll | E7008) | mg C/2008) (ho) 
Control* — 800 586 73 

0 0 800 624 78 

400 4. 804 601 75 

800 11 811 645 80 

1200 17 817 614 WD 

1600 24 824 654 79 

2000 31 831 624 75 
Mean — standard error 621 + 8.94 76.4 + 0.97 

Coefficient of variation 3.85/, 3.4°/, 


1 Original soil incubated with glucose for 69 days prior to addition to fresh soil. 

2 Carbon remaining in soil after 69 days of incubation, as determined by wet 
combustion and spectral analysis of water extracts of the soils. 

3 Based only on C added; does not include native soil organic matter. 

4200 g of fresh soil. 
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No reduction in respiration was noted when extracts were added 
at various times to soils treated with 1°/, glucose (Fig.10). The slight 


25% Glucose 


80\-/ Glucose 


S 


/ 200g soi! ) 


No Glucose 


C02 Evolved (mgC 


& / 


0 Y FQ chFs O16 120. CHC TE CERI 
Days 


Fig.10. Daily rate of CO, evolution from soil treated with 1°/, glucose and periodic additions of water 
extracts of soils pre-incubated with various levels of glucose. Arrows indicate time of additions. 


Extract added on: © No extract added; © 8th day; 0 11th day; 4 21st day 


Table 11. Recovery after 24 days of incubation of added glucose as CO, from soil treated 


with 1°/, glucose and periodic additions of water extracts of pre-incubated soils 


Glucose added to C added Time of addition Recovery of carbon as CO, 
original soil in extract (days after start 
(mg /200 g)? (mg C/200 g) | of incubation) (mg 6/200 g) (°/o) 
Control? 0 8 583 73 
0 11 587 73 
0 21 591 74 
0 0 8 602 75 
0 11 602 75 
0 21 585 13 
800 2.2 8 606 76 
2.2 11 588 73 
2.2 21 595 74 
2000 6.1 8 593 74 
6.1 11 601 75 
6.1 21 585 73 
Mean -+- standard error 593.2 +- 2.45 74+ 0.30 
Coefficient of variation 1.4°/, 1.4°/, 


1 Original soil incubated with glucose for 69 days prior to extraction. 


2 Based only on C added as glucose and in extracts; does not include native 


soil organic matter. 
5 Received distilled water. 
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decrease in rate of CO, evolution after addition on the 8th day of extracts 
from soils originally treated with 1.0 and 2.5°/) glucose apparently was 
not the result of an inhibitor, inasmuch as a similar effect was noted 
when distilled water alone was added. A stimulation in the rate of 


respiration was obtained 
with the addition on the 
8th day of an extract 
from soil which originally 
received no glucose. This 
stimulation was also prob- 
ably due to inorganic 
nitrogen derived from the 
prior decomposition of the 
soil organic matter. The 
total amount of carbon 
recovered at the end of 
the incubation period was 
the same for all treat- 
ments, further indicating 
the absence of inhibitory 
materials in the soil ex- 
tracts (Table 11). 


The concentration of 
organic material added in 
each aliquot of the extracts 
was equivalent only to that 
present in 20g of the pre- 
incubated soils, thus, the 
concentration of inhibitors 
may have been insufficient to 
give a measurable response. 
An extract of soil which 
previously had been incubated 
with 2°/, glucose was con- 
centrated in vacuo at 30° C, 
and aliquots were added to 
the same soil samples after 
8 and 11 days of incubation 
and to other samples after 
21 days of incubation. The 
extracts added were equivalent 
to the amount of organic 
material present in 175 or 
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Fig.11. Daily rate of CO, evolution from soil treated with 
1°/, glucose and either periodic additions of water extract 
of soil previously preincubated with 2°/, glucose or 
5:10-4M 2,4-dinitrophenol. Arrows indicate time of 
additions. <© No extract added; 
1ith days; © Extract on 21st day; 


© extracts on 8th and 
4 DNP on 9th day 
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Fig.12. Daily rate of CO, evolution from soil treated ini- 
tially with 1°/, glucose and subsequently with either 
0.125 °/, glucose alone or with 5 - 10~* M 2,4-dinitrophenol. 
Arrows indicate time of additions. © No subsequent 
additions; © Water on 8th and 11th days; 4 0.125°/, 
Glucose + DNP on 12th day; 9 0.125°/, Glucose on 12th day 


25g of pre-incubated soil, respectively. All extracts were added to the surface 
of the soils with a pipette, and the soils were not mixed after addition. Because 
there was a possibility that the extracts did not diffuse throughout the soil, 5 ml 
of 2,4-dinitrophenol (DNP) was added separately by the same method to other 
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samples to give a final concentration in the soil solution of 5-10-* M. All samples 
received 1°/, glucose initially. 

Although addition of the concentrated extracts did not significantly 
affect the rate of CO, evolution (Fig.11), the addition of DNP on the 
9th day resulted in an immediate reduction in the evolution rate. The 
lack of inhibition with the soil extracts was, therefore, not due to 
failure of inhibitory materials to become distributed through the soil 
mass. 

To note the effect of an inhibitor on respiration once the peak in 
microbial activity had passed, DNP plus 0.125°/, glucose or 0.125°/5 


Table 12. The recovery after 26 days of incubation of added glucose as CO, from soil 
treated with 1°/, glucose and periodic additions of water extracts of pre-incubated soil; 
2,4-dinitrophenol; or 0.125°/, glucose 


Time of addition Recovery of carbon as CO, 
~ Additions (days after start 
of incubation) mg 0/200 g *fo C 

Control -— 585 73 
H,O 8 and 11 571 Te 
12 mg C1 8 and 11 576 72 
6 mg Ct 21 561 70 
DNP? 9 584 73 
100 mg C8 12 633 70 
100 mg C* and DNP? 12 665 74 
Mean -+- standard error 71.8 -- 0.60 
Coefficient of variation 2.29), 


1 Extract from soil originally incubated with 2°/, glucose for 69 days; 6 mg C 
added at each addition. 


2 Final concentration of 2,4-dinitrophenol (DNP) in soil solution was 5-10-*M. 
3 C added as glucose. 


glucose only were added on the 12th day to samples which had beeninitially 
treated with 1°/, glucose. The addition of DNP slightly decreased the 
rate of CO, evolution when compared to that from soil which had 
received glucose only (Fig.12). The more pronounced effect of DNP 
added on the 9th day (Fig.11) was probably the result of the larger 
microbial population and the higher concentration of glucose present 
in the soil on the 9th than on the 12th day. Although the addition of 
DNP decreased the rate of glucose decomposition, the total amount 
decomposed during the incubation period was the same for all treatments 
(Table 12). Because DNP inhibits assimilatory processes by interfering 
with oxidative phosphorylation and energy transferring mechanisms 
(Loomis and Lipman 1948) but does not interfere directly with dissimila- 
tive activity (CLIFTON 1937), the slower respiration rate of samples treated 
with DNP was probably due to inhibition of synthesis of new cells. 
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The results of these experiments indicated that the CO, evolution 
patterns obtained with this soil were not the result of inhibitory materials 
produced during decomposition of glucose. Brrcu (1958) also was unable 
to extract appreciable levels of inhibitory materials from soil. The 
question of whether microbial inhibitors are produced in soil can not 
be answered from the present study, inasmuch as extracts were obtained 
only from soils incubated for 69 days. Although inhibitory materials are 
undoubtedly produced during periods of high microbial activity, they 
are probably decomposed rapidly by sequentially developing populations. 


Discussion 


In these experiments, an ample supply of a soluble substrate, glucose, 
was provided in order to ascertain the nature and something of the 
quantitative expression of factors which may limit microbial activities 
in soil. No support was obtained for the recent suggestion of DroBNrIK 
(1960) that the initial degradation and oxidation of glucose in soils is 
accomplished by cell-free enzymes. The conversion of glucose to CO, 
requires an enzyme complex in a spatial arrangement which enables 
the transfer of both metabolic intermediates and energy from one enzyme 
system or sequence to another. Although enzymes are released from 
lysed cells, they are probably rapidly diluted and dispersed in the soil 
solution as well as adsorbed on colloidal soil particles (EstTERMAN and 
McLaren 1959). The results of the present study clearly indicate that 
glucose added to soils is utilized first for synthesis of new cells and then 
in their respiration, and that the amount of glucose assimilated is in- 
creased when nitrogen and phosphorus are added to fulfill the structural 
requirements of cell synthesis. The indications of repression of micro- 
bial activity by large additions of glucose and inorganic elements will 
be discussed in detail in a subsequent paper. 

Although the initial concentration of essential inorganic nutrients 
determined the rate of utilization of added glucose, the degree of utiliza- 
tion was controlled by the turnover rate of the nutrient elements. The 
rate of turnover appeared to be nitrogen > phosphorus > other elements, 
the last of which will be discussed in a subsequent paper (StorzKy and 
Norman 1961). Because the turnover rate of inorganic nutrients was 
fairly rapid, the extent of decomposition of glucose was independent 
of the original C/N or C/P ratios of the system. CHasz and Gray (1957) 
suggested that the kinetics of organic matter decomposition in soil are 
composed of a series of superimposed first-order reactions. The results 
of the present study support this suggestion; at least four superimposed. 
first-order reactions were apparent, presumably due to the limitation 
of nitrogen, phosphorus, other elements, and space, respectively. Despite 
the number of limiting factors, the over-all kinetics of the decomposition 
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of glucose was essentially a first-order reaction, inasmuch as the velocity 
of a complex reaction is determined by the order of the slowest step. 
‘The adherence of glucose decomposition in soil to first-order kinetics 
indicates that the factors which influence the activity of pure cultures 
and natural populations developing on single substrates are similar. 

When, as in these studies, a substrate is uniformly distributed through- 
out the soil water, the situation may arise in which population develop- 
ment may be limited by restrictions of space. Microorganisms in soil 
develop largely in the water films encompassing the soil components, 
particularly in the contact rings or necks between particles (BARTHOLO- 
MEW and Norman 1946; Buoaumi« and CLarK 1947; ELLINGER and 
QuasTEL 1948; QuaASTEL and SCHOLEFIELD 1951). The available space 
for colonization appears to be directly related to the water content 
(BHAUMIK and CLaRK 1947). Although the soil-water system is, in effect, 
continuous, there is probably little adjustment and movement of cells 
as in liquid culture. Even in the latter, however, restriction of microbial 
development resulting from limitations of space has been reported at 
high population densities (Bam 1929; ConTots 1959). 

Limitations of space assume considerable importance in mixed culture 
systems because of effects on the sequential development of specialized 
populations capable of decomposing metabolic intermediates or in- 
completely oxidized products. The decomposition of even a simple 
substrate in soil, such as the glucose added in this study, apparently 
requires a sequence of organisms. Under natural conditions the substrates 
are far more complex, and numerous specialized groups of organisms 
are probably required to prevent accumulation of these products. The 
importance of space as a factor in limiting a specific microbial trans- 
formation in soil, viz., nitrification, was also demonstrated by QUASTEL 
and SCHOLEFIELD (1951), who suggested that, once the surface of “‘soil 
crumbs” were saturated with cells, further growth of microorganisms 
will not occur except to replace cells which have died and disintegrated. 
The number of microorganisms in this soil was not correlated with the 
level of activity, presumably due, in part, to the limitation of space; 
however, the activity per cell may have increased through adaptive 
mechanisms, as suggested by QuAsTEL and ScHOLEFIELD (1951) and 
KATZNELSON and STEVENSON (1956). Nevertheless, the final determinant 
of microbial activity was the concentration of an available carbon source, 
and when this was depleted, activity decreased rapidly. 

The soil had a low endogenous microbial level and exhibited a lag 
period before an appreciable amount of respiration occurred. It is doubt- 
ful if air-drying this soil prior to use affected the respiration rates, as 
has been suggested by Stnvenson (1957), Brrow (1958), Caasm and 
Gray (1957) and Lepepsantznv (1924). Air-drying probably did not 
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appreciably increase the amount of soluble organic matter, inasmuch as 
the level of native soil organic matter was not only low, but also relatively 
resistant to decomposition. Even if drying resulted in some solubilization 
of organic matter, its effect was overshadowed by the high levels of 
glucose added. Nor should drying have had a marked effect on the phy- 
siological state of the microorganisms, as suggested by Brrou (1958); 
the soil was sampled in winter, and the number of microorganisms, as 
well as their endogenous activity, was low. 


Although the diffusion rate of liquids was adequate in this soil, 
that of gases may not have been sufficiently rapid to keep pace with 
the oxygen demand when microbial activity was at a maximum. The 
anaerobic breakdown of added glucose under these experimental con- 
ditions is significant (Stotzky 1960). Gas diffusion is, undoubtedly, 
impeded when there has been heavy development of microbial tissue in 
the water films, especially at points of contact between soil particles. 
The soils were superficially aerated with a constant flow of CO,-free air 
at a rate (141/hr) which was considerably higher than the rate of gas 
exchange under natural conditions (RUSSELL 1950). The rate was probably 
adequate to remove effectively liberated CO, from the soil surface but 
may not have ensured rapid oxygen replacement in the soil mass. 
Transitory anaerobiosis may be of more frequent occurrence in the 
_ field when carbonaceous materials are rapidly decomposing than is 
ordinarily recognized. 


The influence of various environmental factors on microbial activity, 
only a few of which have been discussed in this paper, appeared to be 
very similar in soil as in pure culture, indicating the value and validity 
of applying pure-culture techniques to soil microbiological studies. The 
influence of other factors will be discussed in subsequent communications. 


Summary 
The influence of several environmental factors on microbial activity 
in soil was measured by CO, evolution, substrate disappearance, forma- 
tion of intermediates, and changes in py. Although good correlation was 
obtained between these parameters, microbial activity was not directly 
correlated with the numbers of bacteria and fungi estimated by dilution 
plating. Possible explanations for this are presented. 


The results obtained indicated that the decomposition in soil of even 
a simple substrate, such as glucose, is complex. The kinetics of glucose 
decomposition appeared to be composed of a series of first-order reactions, 
presumably resulting from the rate-limiting influence of nitrogen, phos- 
phorus, other elements, and space for development, respectively. Although 
the concentration of inorganic nutrient elements limited the rate of 
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glucose decomposition, it did not affect the extent of decomposition. 
The influence of each of the limiting factors was discussed. 

No inhibitors of microbial activity were detected in the soil after 
69 days of incubation with glucose. Some inhibition was noted when 
high levels of glucose and minerals were added, presumably the result 
of hypertonic osmotic pressures and/or toxicity of glucose. 

The diffusion rate of liquids through the soil was rapid, but that of 
gases was not, and some anaerobic breakdown of glucose occurred. 

A limitation of available space for development of sequential micro- 
bial populations was inferred, and the implications of this as an ecological 
factor were discussed. 

The results of this study indicated that the techniques of the pure- 
culture microbiologist can successfully be applied to soils, and that 
factors which limit microbial activity in pure culture are also operative 
in soil. 
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Factors Limiting Microbial Activities in Soil 


Il. The Effect of Sulfur 


By 
G. STOTZKY and A. G. NORMAN 


With 5 Figures in the Text 
(Received April 13, 1961) 


Previous investigations in this laboratory have shown that the 
addition of nitrogen and phosphorus was necessary for the rapid decom- 
position of glucose added to a sandy soil, but that the level of some other 
nutrient element or elements was still limiting maximum microbial 
activity. The purpose of the present investigation was to determine which 
inorganic elements other than nitrogen and phosphorus were required for 
maximum rate of glucose oxidation in this soil. 


Experimental 


The soil used in these studies was classified as an Ottawa loamy fine sand. Its. 
chemical and physical properties, as well as the methods of preparation and in- 
cubation, were described previously (StotzKy and Norman 1961). All experiments, 
unless otherwise noted, were conducted with 200 g samples of soil in 1/, pint wide- 
mouth canning jars. The samples received 0.08°/, (w/w) nitrogen as NH,NO, and 
0.04°/, (w/w) phosphorus as K,HPO, and KH,PO, combined to give a px of 6.95. 
Glucose, nitrogen, phosphorus, and other elements were added with sufficient 
water to bring the soil moisture content to field capacity (16°/, w/w). The soils were 
incubated at 25 + 1° C and continuously flushed with CO,-free air. The CO, evolved 
from the soils was collected in NaOH and determined titrimetrically (Srorzky 
et al. 1958). 


Results 
Effect of elements other than nitrogen and phosphorus on the rate of CO, 
evolution 
In order to determine if mineral elements other than nitrogen and 
phosphorus were required for maximum microbial activity, a mineral 
nutrient solution was added at various concentrations with 4°/, (w/w) 
glucose. This high level of glucose was used in order to maximize any 
effects of the minerals. The composition of the complete mineral solution 
at different concentrations, referred to as “relative concentrations”, is 
presented in Table 1. Deficient solutions, i.e., solutions containing all 
elements except one, were added at a relative concentration of 10; all 
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amendments were adjusted to py 7 before addition to the soil. The in- 
fluence of complete and deficient mineral solutions on the rate of CO, 
evolution is presented in Fig.1a. The addition of complete solution in- 
creased the rate of CO, evolution during the early part of the incubation. 
The rate of respiration was greater in the soils treated with the higher 
concentrations, but no additional increase was observed with relative 
concentrations greater than 10; only a slight additional increase was 
noted with concentrations greater than 5. 


Table 1. Composition of mineral solution at different relative concentrations 


(mg/100 g soil) 
Relative concentration 
Element 
1 5 10 20 | 30 
N 1.05 5.25 10.50 21.00 31.50 
P 0.154 0.77 1.54 3.08 4.62 
K sh 5.85 taewO 23.40 35.10 
Ca 1.00 5.00 10.00 20.00 30.00 
Mg 0.24 1.20 2.40 4.80 7.20 
S 0.32 1.60 3.20 6.40 9.60 
Fet 0.0025 0.0125 0.025 0.050 0.075 
Mn 0.0025 0.0125 0.025 0.050 0.075 
B 0.0025 0.0125 0.025 0.050 0.075 
Zn 0.00025 0.00125 0.0025 0.005 0.0075. 
Mo 0.00025 0.00125 0.0025 0.005 0.0075 
Cu 0.0001 0.0005 0.001 0.002 0.003 
Cl ld 8.85 17.70 35.40 53.10 
Na? 0.13 0.65 1.30 2.60 3.90 
ci 0.006 0.03 0.06 0.12 0.18 


1 Fe added as ferric tartrate. 
2 Na used only in the K-deficient solution. 


The soil treated with a relative concentration of 30 evolved slightly 
less CO, at the peak of respiration (3rd day) than did the soil which 
received a concentration of 20. There was also an inverse relationship 
between respiration and relative concentrations of minerals greater than 1 
on the second day of incubation. This suppression in microbial activity 
at high levels of glucose and inorganic salts was also observed in the pre- 
vious study (Srorzky and Norman 1961) and was probably the result 
of increased osmotic pressures. 

The rate of CO, evolution from soils treated with the various deficient 
solutions was the same as from the soil treated with complete solution 
at a relative concentration of 10, with the exception of the sample which 
received the solution containing no sulfur. This soil respired at a rate 
similar to the one which received only nitrogen and phosphorus, indicat- 
ing that sulfur was responsible for the increased respiration of the samples 
treated with complete mineral solutions. 


240 
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Once the maximum rate of respiration was attained, the level of CO, 
evolution decreased rapidly in the soils which had received sulfur, presum- 
ably as a result of substrate depletion. The soils which received no sulfur 
evolved less CO, at the time of maximum respiration, but maintained a 
higher level of evolution later in the incubation period. Inasmuch as the 
endogenous organic matter content of this soil was low and previous 
experiments (Storzky and Nor- 
MAN 1961) had suggested that no 
appreciable “priming action” 
occurred, it was assumed that all 


evolved CO, was derived from 
the added glucose. After 8 days of 


incubation, CO, equivalent to 
approximately 60°/, of the added 
glucose was evolved from soils 


Table 2. py of soils treated with differ- 
ent concentrations of mineral solution 


and 4°/, glucose 
(px determined after 22 days 
of incubation) 
Relative concentration 
of mineral solution Re 
No minerals added 6.5 
1 7.4 
5 8.3 
10 8.5 
20 8.5 
2 GE 1G ale Le pee a aa eee 30 8.3 
Incubation time (days) 10 8.4 
Fig.1. Effect of concentration of complete and (Deficient solutions) * 
deficient mineral solutions on microbial activity 10 6.3 
in a soil treated with 4°/, glucose. A. Daily rate (S-deficient solution) 


of CO, evolution. B. Cumulative recovery of 

added glucose as CO,. Relative concentration of 

mineral solution: ¢ None; ° 1;95; 410 (complete 
+ deficient); 4 20; = 30; e 10 (S-deficient) 


1 All deficient solutions except the 
S-deficient solution. 


treated with sulfur, and only an additional 10°/, was recovered in the 
following 14 days (Fig.1b). The recovery of glucose from soils which 
received no sulfur was essentially linear throughout the entire incubation 
period. Nevertheless, the quantity of carbon recovered as CO, at the end 
of the incubation was approximately the same for all treatments. The 
addition of sulfur, therefore, resulted only in a more rapid but not in a 
greater total decomposition of glucose. These results were similar to those 
obtained in the nitrogen and phosphorus addition experiments (StotzKy 
and NorMAN 1961), and support the suggestion that, although the original 
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concentration of inorganic nutrients determines the rate of glucose 
utilization, the degree of utilization is controlled by the turnover rate of 
these nutrients. 

The px of the soils was determined potentiometrically at the end of the 
incubation on a 1:2 soil: water mixture (Table 2). The Pu was correlated 
with the rate of CO, evolution: the soils which received minerals at a 
relative concentration of 5 or 
greater and from which 60°/, 
of the glucose had been re- 
covered after 8 days had a 
pa higher than 8; the soils 
which received no sulfur and 
in which oxidation of the 
glucose proceeded at a linear 
rate had a final pq approxi- 
mately the same as at the 
beginning of the incubation; 
and the soil which received 
complete mineral solution at 
a relative concentration of 
1 exhibited a rate of respiration 
and a final pq intermediate 
between the above mentioned 
two groups of soil. The soils 
in which decomposition pro- 
ceeded at a rapid rate were 
densely overgrown with fungi, 
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/% Glucose A 
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whereas visible fungal growth F nel kena : 
9 ar . . 1 par 
was sparse in the soils which 024 6 8 10 2 4 16 18 20 d & 
received no sulfur. These re- Incubation ime (days) 
Fig. 2. Effect of concentration of sulfur added as MgSO, 


lationship ; between Fake of on the daily rate of CO, evolution from a soil treated 
microbial activity, visible with various levels of glucose. Per cent sulfur: +++++ 


overgrowth of fungi, and px eRe a5” ones vate Tee Una it ext 
were also observed in the 

previous study. Although the total amount of glucose oxidation during 
the incubation period was essentially the same for all treatments, the 
size of the microbial population and possibly also the pathways and 
organisms involved in the oxidation were apparently influenced by the 
levels of available nitrogen, phosphorus, and sulfur. 

The results of this experiment indicated that sulfur was limiting 
maximum microbial activity in this soil and that the small amount of 
sulfur initially present in the soil was alternately mineralized and re- 
utilized by the microorganisms. The effect of various ratios of sulfur and 
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glucose on the rate of respiration was examined, in order to further 
verify these observations. 


Effect of various levels of sulfur and glucose on the rate of CO, evolution 


The CO, evolution curves for soils treated with 1, 2, or 4°/) glucose and 
with different levels of sulfur as MgSO, showed that the requirement for 
sulfur increased as the concentration of glucose increased (Fig.2). A 
sulfur concentration of 3.2 - 10-4°/, was sufficient to obtain a maximum 


Table 3. Effect of carbon: sulfur ratios on rate of respiration 


Additives C/S of soil Ratativennt 
Glucose Carbon Sulfur C/S of additives ba etfs 1] of rostanten 

(°/o) (g/100 g) (g/100 g) 

0 0) 0 0 421 

WS 0.4 0 fore) 1474 1 

1 0.4 3.2= 10-* 1250 800 4 

1 0.4 8.0 - 10-4 500 475 4 

1 0.4 1.6: 10-3 250 283 4 

2 0.8 0 oo 2526 1 

2 0.8 3.2 - 10-4 2500 1371 3 

2 0.8 8.0 - 10-4 1000 814 4 

2 0.8 1.6 - 10-3 500 485 4 

4 1.6 0 co 4632 1 

4 1.6 3.2 - 10-4 5000 2514 2 

4 1.6 8.0 - 10-4 2000 1492 3 

4 1.6 1.6 - 10-3 1000 889 4 

4 1.6 aoa Lose 500 492 4 

4 1.6 6.4 - 10-3 250 260 4 

4 1.6 1.3 - 10-2 125 132 4 


1 Soil contained 0.16°/, carbon and 3.8 - 10-4 °/, sulfur. 
* Arbitrary scale increasing from 1 to 4. 


rate of CO, evolution from soil treated with 1°/, glucose (Fig.2a). When 
the glucose concentration was doubled, an addition of 8.0 - 10-4 °/, sulfur 
resulted in the maximum rate of respiration (Fig.2b). An increase in the 
glucose level to 4°/, required a sulfur concentration of at least 1.6 - 10-3 °/, 
for maximum rate of CO, evolution (Fig.2c). Increases in respiration. 
with levels of sulfur greater than 1.6 - 10~$ °/) were slight, and after 4 days 
of incubation the total amount of CO, evolved from samples treated with 
4°/, glucose and levels of sulfur greater than 8.0-10-4 °/, was identical. 
At the termination of the incubation, the per cent of glucose recovered 
as CO, at each level of glucose addition was approximately the same for 
all concentrations of sulfur. A carbon: sulfur ratio of about 900 or less 
was required for the maximum rate of respiration in this soil, regardless 
of the levels of glucose and sulfur added (Table 3). The difference between 
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the maximum rates of CO, evolution attained in this (Fig.2c) and the 
previous (Fig.1a) experiments (477 vs. 318 mg C/100 g soil/24 hr.) from 
samples treated with 4°/, glucose and sulfur was probably the result of 
the higher osmotic pressures developed when mineral solutions rather 
than MgSO, were added. 

The enhancement of microbial activity due to the addition of sulfur 
was further observed when the recovery of unchanged glucose and the 
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Fig.3. Effect of sulfur on the percent recovery of unchanged glucose after various periods of 
incubation from a soil initially treated with 1, 2, or 4°/, glucose 


soil py were measured after various lengths of incubation. Multiple 100 g 
subsamples of soil treated with 0.08°/, nitrogen, 0.04°/, phosphorus, 
1.6 - 10-3 9/, sulfur (as MgSO,), and 1, 2, or 4°/, glucose were established 
(Srorzky et al. 1958). Because the previous experiment indicated that 
1.6 - 10-3 °/, sulfur resulted in the maximum rate of respiration with all 
3 levels of glucose, this concentration was used in subsequent experiments. 
Sub-samples of soil were withdrawn periodically during the incubation 
period, extracted with water, and glucose was determined enzymatically 
(Srorzky and Norman 1961). The disappearance of glucose from the soil 
was more rapid in the presence of sulfur than in its absence. The rate of 
glucose disappearance, both in the presence and absence of sulfur, was 
dependent upon the original concentration of glucose (Fig. 3). 

The px throughout the incubation was lower in the soils which re- 
ceived no sulfur (Fig.4), probably due to the accumulation of acidic 
metabolic intermediates (Srotzky and Norman 1961). The decom- 
position of both glucose and intermediates was accelerated by the addi- 
tion of sulfur. Although the final px of the soils was directly related to 


the amount of glucose added, as in the previous studies, it was higher for 
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each level of glucose when sulfur was added, indicating a greater produc- 
tion and/or accumulation of basic material when the supply of all neces- 
sary nutrient elements was ample. 

These results clearly show that there was a direct relationship in this 
soil between microbial activity and the relative levels of glucose and 
sulfur. Inasmuch as sulfur was added as the sulfate-ion and oxygen was 
found to be limiting during periods 
of active oxidation of the glucose 
(Storzky 1960; Srorzky and 
Norman 1961), it was possible 
that the requirement was not for 
sulfur as an element but for sulfate — 
as an electron acceptor. In order to 
clarify this possibility, compounds 
containing sulfur at different oxi- 
dation stages and in various struc- 
tural configurations were tested 
for their ability to satisfy the sulfur 
requirement. 


Effect of type of sulfur compound 
on the rate of CO, evolution 


Various sulfur compounds, in 
amounts designed to give a final 
concentration of 1.6-10- °/, sulfur, 
Ce ee eT ig were added to soils containing 4°/, 

Incubation time (days) glucose, 0.08°/, nitrogen, and0.04°/, 
Fig.4. Effect of sulfur and glucose on the soil phosphorus. The compounds were 
px during incubation. A 1.6 +10 %» Sulfur: yepresentative of those present in 
----- No Glucose; 4 1°/) Glucose; 0 2°/, Glucose; j ‘ 
n&*}: Glucosa: 'B No Suafure -- - 28 NoGlucose; Soil (STARKEY 1950) and included 
4 1°%/, Glucose; @ 2%/. Glucose; # 4%/o Glucose = some which could not act directly 
as electron acceptors: sulfate as 
MgS0O,; thiosulfate as Na,8,O,; carbamide as thiourea ; sulfide as l-cysteine 
hydrochloride, glutathione, and thioglycolic acid; disulfide as l-cystine; 
thioether as dl-methionine; the thiazole ring as thiamine hydrochloride; 
and elemental sulfur (sublimed). It was assumed that the carbon and 
nitrogen contained in the organic sulfur compounds did not contribute 
appreciably to the rate or amount of CO, evolution, inasmuch as the 
quantities added did not exceed 12 mg or 5.6 mg, respectively. This 
assumption was verified by Hxssx (1957), who found that 25 mg of 
carbon added as methionine or cystine to 100 g of East African soil was 
completely oxidized in less than 10 days. All the compounds, except 
elemental sulfur and thiourea, readily satisfied the requirement for sulfur 
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(Fig.5). This was in agreement with studies of FREDERICK etal. (1957), 
JORDAN and Barker (1959), SrarKey (1950) and Srermpera (1941), 
which have indicated that most organic forms of sulfur are as available 
as sulfate to most soil microorganisms. A slight lag in CO, evolution was 
observed with cystine, thiamine, and thioglycolate. The amount of glucose 
recovered as CO, at the end of the experiment was the same for all treat- 
ments, again showing that available sulfur only increased the rate but 
not the total amount of glucose decomposition. 


450 


mg Carbon /100g Soil 
8 


0 Zs g & é /0 le I /6 18 20 22 cH 
Incubation time (days) 


Fig. 5. Effect of type of sulfur compound on the daily rate of CO, evolution from a soil treated with 
Aol glucose. «°K No Sulfur; --:—--- Thiourea; —-—— Elemental Sulfur; ¢ MgSO,; 0 Na.$,0;; 
A Cysteine; ® Cystine; © Methionine; 4 Thioglycolic Acid; © Glutathione; # Thiamine 


The increased rate of CO, evolution from soils treated with MgSOQ,, 
therefore, was apparently the result of sulfur as a nutrient and not of 
sulfate acting as an electron acceptor. The addition of the nitrate ion as a 
possible electron acceptor also did not affect the rate of respiration of this 
soil (unpublished data). 

Discussion 

All the forms of sulfur tested, except elemental sulfur and thiourea, 
readily served as a source of sulfur. Elemental sulfur was utilized only 
slightly, suggesting the absence of bacteria of the genus T'hiobacillus. 
Many heterotrophic microorganisms, however, are capable of oxidizing 
elemental sulfur in the presence of decomposable organic matter, though 
at a rate slower than the Jhiobacilli (GLEEN and QuasTEL 1953; 
Gurrronneau and Kerrie 1932; THomas and Henpricks 1943). 
The possible absence of Thiobacilli, therefore, would not explain the 
negligible utilization. The elemental sulfur used in these studies was 
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insoluble in water and was added as a suspension. VOGLER and UMBREIT 
(1941) suggested that direct contact between sulfur particles and bac- 
terial cells is required for oxidation of elemental sulfur. Although sub- 
sequent studies of GLEEN and QuasTEL (1953), STaRKEyY et al. (1956) 
and VISHNIAC and SantER (1957) have indicated that direct contact is 
not necessary, the soils in this study were incubated under static con- 
ditions and the opportunity for direct contact existed. Nevertheless, 
the insolubility and the small quantity of elemental sulfur added 
(1.6 mg/100 g soil) undoubtedly resulted in poor distribution of the 
particles throughout the soil and in limited opportunity for contact 
with the microorganisms. 

Thiourea is known to be toxic, even at low concentrations, to certain 
microorganisms. FULLER et al (1950) found that 20mg thiourea/100g soil 
inhibited nitrification but not ammonification in an alkaline soil; at a 
concentration of 10 mg/100 g, thiourea was slowly nitrified. QUASTEL 
and SCHOLEFIELD (1951) observed that 25 mg thiourea/l. prevented 
nitrification in pure culture and that adaptation of the nitrifiers to this 
compound did not occur. FREDERICK et al. (1957) reported that 1°/, 
thiourea was only slowly decomposed in soil and that, during a 
42-week incubation period, it caused 99°/, reduction in the number of 
fungi and greatly reduced the numbers of bacteria and actinomycetes. 
This compound was also a poor source of sulfur for Aspergillus niger 
(SternBERG 1941). Although the rate of CO, evolution from the thiourea- 
treated soil (3.8 mg thiourea/100 g soil) was only slightly greater than 
that from soil which received no sulfur, thiourea apparently was not 
toxic, otherwise no glucose oxidation would have occurred. The non- 
toxicity of thiourea and the negligible availability of its sulfur suggested 
that this compound was decomposed slowly in this soil. 

The lag in the rate of respiration from soils treated with thiamine 
and thioglycolic acid was in agreement with the results of other in- 
vestigators, and was probably a reflection of the time required for the 
development of specific populations capable of decomposing these 
compounds. FREDERICK et al. (1957) observed that thiamine was de- 
composed in soil at a slower rate than methionine or cystine. STEINBERG 
(1941) reported that A. niger was unable to utilize thiamine or thio- 
glycolate as a source of sulfur. The latter compound did not replace 
cysteine in the culture of rhizosphere bacteria (WEST and LocHynapD 
1940). 

A lag in the rate of respiration occurred also when cystine was added. 
The greater availability of cysteine as compared to cystine was not in 
agreement with the suggestion of FRENny (1958) that the pathway of 
cysteine decomposition in soil is cysteine + cystine — sulfate. This 
pathway was also proposed by Sraut et al. (1949) for the oxidation of 
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cysteine by Microsporum gypseum. Methionine was also utilized more 
rapidly as a source of sulfur than was cystine, in contradiction to reports 
by FREDERICK et al. (1957), QuasreL and ScHOLEFIELD (1951) and 
STARKEY (1950) that methionine is less susceptible than cystine to 
decomposition. 

It has been reported that methionine or its decomposition products 
inhibit nitrification and microbial growth (Hesse 1957; Lens 1952; 
QUASTEL and ScHOLEFIELD 1951; Srann et al. 1949). Starkey and 
co-workers (1956, 1957) found that, as a result of microbial decomposi- 
tion, the sulfur of methionine was lost from soil as volatile thiol and 
disulfide. No odor of volatile sulfur compounds was detected during the 
course of these experiments, and the rate of respiration with methionine 
was similar to that obtained with MgSQ,. The level of methionine added 
in this study (7.5 mg/100 g soil), however, was only 5°/, of the concen- 
tration reported by QuasTEL and SCHOLEFIELD (1951) to be inhibitory 
for nitrification. 

The differential utilization in this study of sulfur compounds of 
various complexity, e.g., glutathione vs. thioglycolate, agreed with the 
suggestion of STaRKEY (1950) that the decomposability of sulfur in 
soils is not entirely related to the type of sulfur linkage but to the other 
portions of the molecule as well. 

The sulfur of methionine, as well as that of the other compounds, was 
apparently incorporated rapidly into microbial cells. The addition of 
sulfur compounds to soil is usually accompanied by a marked decrease 
in py as a result of the formation and accumulation of sulfate (FREDE- 
RICK et al. 1957; StaRKEY 1956; WAKSMAN 1952). In this study, the pg 
of soils which received no sulfur was lower throughout the incubation 
period than the px of samples treated with MgSO,. The non-toxicity of 
the sulfur compounds; the absence of volatile sulfur products of me- 
thionine decomposition; the equal total utilization of glucose in both the 
presence and absence of sulfur; the lack of increased respiration with 
levels of sulfur greater than amounts required for maximum rates of 
respiration; and the failure of sulfur additions to lower the py of the 
soil, all indicated that the sulfur economy in the soil was well balanced, 
that no free sulfate accumulated in the presence of available substrate, 
and that there was a rapid mineralization and re-utilization of the small 
amount of sulfur originally present in the soil. These results were in 
agreement with those of the previous study, which showed that the 
small amounts of soil nitrogen and phosphorus were also rapidly turned 
over during the decomposition of glucose. The elimination of plateaus in 
the CO, evolution curves when sulfur was added further supported the 
suggestion that the turnover rate of elements in this soil was nitrogen > 
phosphorus > other elements. Sulfur was the only element other than 
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nitrogen and phosphorus which limited microbial activity in this soil, 
inasmuch as no response was obtained with the addition of any of the 
other mineral nutrients usually assumed to be essential for micro- 
organisms. Apparently the levels of these elements were sufficient 
for maximum microbial activity. 
In the previous paper it was suggested that the rate-limiting in- 
fluence of inorganic elements might be used to control the activity and 
type of soil population. Although 
Table 4. Sulfur content and carbon: sulfur the rate of organic matter decom- 
ratio of some ei hi at commonly position may possibly be control- 
Gite Can ee B led by manipulation of the C/N 
De ieee abicrscoteorsedme her a or OP rae is doubtful if the 


Plant material AP REL E Crh eet c/s? same could be accomplished with 
ss the C/S ratio. The sulfur contents 
Alfalfa hay 6 |; 90 of some plant materials commonly 
poyoeen a, ty ae added to soil are presented in 
Oat straw 2.4 187 2 P “ss 
Wheat straw 22 205 Table4. The C/S ratios of these 
Corn stover a9 265 materials are substantially nar- 
Rye straw 1.2 374 rower than the ratio necessary 

1Carbon content of plant material for maximum rates of glucose oxi- 
was assumed to be 45°/,. dation. Inasmuchas thisand other 


studies (FREDERICK et al. 1957; 
STARKEY 1950; STEINBERG 1941) have shown that most organic forms 
of sulfur are as available as inorganic sulfur, and the work of JorDAN and 
BaRKER (1959) has indicated that the sulfur contained in green manures 
is rapidly mineralized, this element should not be limiting in the de- 
composition of crop residues under natural conditions. 

The minimum level of sulfur for normal plant growth ranges from 
0.3 to 1 mg/100 g soil according to JoRDAN and co-workers (1958) and 
Lirrie (1958). This soil with a sulfur content of 0.38 mg/100g was, 
therefore, undoubtedly sulfur-deficient. Nevertheless, neither the barley 
nor alfalfa crops that were grown on it prior to sampling, nor the potato 
crops grown subsequent to sampling, exhibited visible sulfur deficiency. 
Plants absorb SO, directly from the atmosphere and may satisfy part 
of their sulfur requirement from this source (FRrED 1948, SerreRsTROM 
1952, THomas and HENpricks 1943). The fact that the plants did not 
exhibit a sulfur deficiency, even though the sulfur level in the soil was 
too low for maximum microbial activity, suggests that perhaps it is not 
sufficient to approach soil fertility only in terms of crop response. It may 
be necessary to fertilize with specific elements solely to satisfy the 
mineral requirements of the soil microflora. In studies in which highly 
carbonaceous materials, such as sugars, are added to soil for the purpose 
of increasing microbial activity, the requirement of the soil microflora 
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for sulfur, and for other elements, should be as well defined as the 
requirements for nitrogen and phosphorus. In our investigations of 
factors which limit microbial activity in soil, the use of sulfur has 
provided a simple mechanism whereby the activity and the ecology in 
the soil can be controlled. 
Summary 

The only nutrient element other than nitrogen and phosphorus which 
limited microbial activity in a sandy soil was sulfur. The addition of 
extremely small quantities of MgSO,, ranging from 0.32 to 1.6 mg 
sulfur/100 g soil, markedly increased the rate of oxidation of glucose. 
The optimum concentration of sulfur was correlated with the levels of 
glucose added, and a C/S ratio of 900 or less was required for maximum 
respiration. A number of compounds containing sulfur at different 
oxidation stages and in various structural configurations readily satisfied 
the sulfur requirement, indicating that the response was to sulfur as a 
nutrient and not to sulfate as an electron acceptor. Thiourea and elemental 
sulfur were utilized only slightly. The differential utilization of the 
various sulfur-containing compounds and the implications of sulfur as a 
limiting factor of microbial activities in soil were discussed. 
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Zur Variabilitat in der Gattung Chaetomium, 
dargestellt am Beispiel der Art carinthiacum n. Sp. 


Von 
GEORG SORGEL + 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 12. Juli 1961) 


Wie bekannt, ist es bei den Pilzen oft mit betrachtlichen Schwierig- 
keiten verbunden, manche Arten nach den Originalbeschreibungen 
eindeutig wiederzuerkennen bzw. zu bestimmen. Dies gilt nicht nur fiir 
die nach heutigen Begriffen meist sehr unvollsténdigen oder unklaren 
Beschreibungen friiherer Autoren, sondern in vielen Fallen findet man 
bei den Diagnosen neu aufgefundener Arten auch heute noch die gleichen 
Mangel. Die Griinde dafiir kénnen mannigfaltiger Art sein. Abgesehen 
von den vielfach zu allgemein gehaltenen und sich nur auf wenige MeB- 
werte griindenden Angaben der wichtigsten Unterscheidungsmerkmale 
tragt zu dieser Unsicherheit in der Artbestimmung in der Hauptsache 
die nicht geniigend beachtete Variabilitaét bei. Diese kann zweierlei Art 
sein. Der durch AuBenfaktoren bedingten Variabilitat pflegt man in den 
Fallen, in denen sich die Pilze kultivieren lassen, durch einheitliche, gut 
definierte Kulturbedingungen jetzt meist Rechnung zu tragen. Weniger 
dagegen wird die Variabilitét innerhalb einer Art, wie sie bei Vorliegen 
mehrerer Herkiinfte zu beobachten ist, beriicksichtigt. 

Ungentigende Beachtung dieser Tatsache hat auch in der Ascomycetengattung 
Chaetomiwm wiederholt dazu gefiihrt, da eine Reihe von Arten mehrmals unter 
verschiedenen Namen als neu beschrieben wurde. So zeigte TsoHuDy (1937), daB 
die von Swrrr (1929) unter dem Namen Ch. subterranewm veroffentlichte Art Ch. 
globosum sein muB. Groves u. SkotKo (1953) fanden, daB es sich bei der von 
Ames (1949) als Oh. velutinum beschriebenen Art um Ch. brasiliense handelt. Nach 
Upacawa (1960) weist die von Gomus (1953) aufgestellte Art Ch. lusitanicum alle 
typischen Merkmale von Ch. cochloides auf. Mit diesen drei Beispielen ist aber diese 
Art von Synonymen noch lingst nicht erschépft. Eine weitere Art von Synonymen 
ist dadurch entstanden, da andere Autoren in ihrem Bestreben, nur gut definierte 
Arten gelten zu lassen, in das Gegenteil verfallen sind und zu Unrecht durch Zu- 
sammenlegung mehrerer Arten die Zahl der ungiiltigen Namen noch mehr erhoht 
haben. Ohne eigene Kenntnis der fraglichen Arten und ohne Vergleich lebenden 
Materials stiitzen sie sich lediglich auf Angaben aus der Literatur. Dies konnte von 
Fox (1953) fiir Ch. olivaceum, von SercEsEva fiir Ch. megalocarpum (1955) und 
Ch. spirochaete (1956), von SdrGEL (1960) fiir Ch. formosum und Ch. undulatum 
sowie von Upacawa (1960) fiir Oh. undulatum nachgewiesen werden. Diese Arten 
sind also von ihren Entdeckern zu Recht aufgestellt worden und heute wieder als 


gute Arten zu betrachten. 
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Unsere Untersuchungen hatten zum Ziel, mehrere Herkiinfte nur 
einer Art unter denselben Kulturbedingungen untereinander und mit 
anderen iihnlichen Arten zu vergleichen, um die verschiedensten zur 
Artbestimmung wichtigen Merkmale in ihrer Variabilitaét kennenzu- 
lernen. Auf diese Art und Weise sollte versucht werden, Material fiir eine 
bessere und begriindet Artentrennung zu gewinnen. Die Unter- 
suchungen wurden an einer bisher noch nicht beschriebenen Art durch- 
gefiihrt. 26 Herkiinfte konnten isoliert und in Reinkultur genommen 
werden. 

Alle hatten sich als Saprophyten auf Blaittern der verschiedensten Pflanzen 
entwickelt. Bei sieben ausgewahlten Herkiinften (als Herkunft 1—7 bezeichnet) 
wurden 15 Werte fiir verschiedene morphologische Merkmale genauestens mit- 
einander verglichen. Herkunft 1 stammt aus der Umgebung von Massa (Italien), 
2 aus der Umgebung von Jebail (Libanon), 3 aus Karnten (Osterreich), 4 aus der 
Umgebung von Varna (Bulgarien), 5, 6 und 7 aus der Umgebung von Saida (Li- 
banon). 

Die Kultur erfolgte einheitlich im dunklen Thermostaten bei 24° auf einem 
Nahrboden, bestehend aus 0,3°/, Erbsenmehl, 0,3°/, Hafermehl, 1,8°/, Agar und 
Aqua dest. Mehrere schmale Filtrierpapierstreifen im Naihrmedium erwiesen sich fiir 
die Perithecienbildung als giinstig. 

Je 500 Liingen und Breiten der betreffenden Organe wurden mit dem Zeichen- 
apparat gezeichnet und anschlieBend gemessen. Nur bei den Asci und den Haar- 
schépfen waren es je 250 und bei den Haarbreiten je 100 Messungen. Alle Werte 
wurden in Mikron umgerechnet. Die Auswertung und Darstellung der Lingen und 
Breiten der Organe erfolgte gréBtenteils nach der von SORGEL (1960) angegebenen 
Methode. 


Durch die lang-ovalen bis ellipsoiden Ascosporen mit einem mittleren 
Langen-Breitenverhaltnis von 1,67:1,00 erweist sich unsere Art als zur 
,murorum-Gruppe gehdrig (SORGEL 1960). Das auffalligste Merkmal 
ist die Ausbildung von langen Haaren, die weit iiber den durch die iibrigen 
Haare gebildeten Haarschopf hinausragen. Diese ,,Langhaare“‘, wie sie 
hier bezeichnet werden sollen, sind am Ende stets etwas umgebogen. 
Auch die blaue Farbe des Peritheciums und der Haare — fiir viele Arten 
dieser Gruppe charakteristisch — ist deutlich ausgepragt. Allerdings ist 
der Farbton im Vergleich zu Ch. murorum im allgemeinen etwas dunkler, 
manchmal mit einem schwach griinlichgelben Schimmer. SchlieBlich 
zeigen die Perithecien die gleiche Briichigkeit ihrer Wandung wie einige 
andere Arten der Gruppe. 

Schon in der Zahl der Langhaare, die infolge ihrer relativ kleinen 
Menge, erheblichen Lange und geringen Breite ein gutes Unterscheidungs- 
merkmal zu den anderen Arten mit entsprechenden Langhaaren (Ch. 
murorum, Ch. canariense, Ch. circinatum) darstellen, besteht zwischen 
den einzelnen Herkiinften ein deutlicher Unterschied. Nach unseren 
Zaihlungen an je 500 Perithecien schwankt ihre Zahl bei den Herkiinften 
5, 6 und 7 von 0—10, bei den Herkiinften 1, 2,3 und 4 sogar von 1—19. 
Betrachtet man aber die Mittelwerte, so zeigt sich, daB die Herkiinfte 1 
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und 2, ferner 3 und 4 und schlieBlich 5 und 6 einander ahneln, so da8 man 
also allein auf Grund dieses einen Merkmals mehrere Gruppen. bilden 
kénnte (Abb.1): eine Gruppe mit 2—3 Langhaaren (Herkunft 5 und 6), 
eine mit 4—5 (Herkunft 7), eine mit 7—8 (Herkunft 3 und 4) und schlieB- 
lich eine mit 9—10 (Herkunft 1 und 2). Wie nun aus Beobachtungen an 
den anderen 19 nicht im einzelnen untersuchten Herkiinften hervor- 
geht, besitzen die meisten von ihnen 7—8 Langhaare (es gibt auch solche 
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"120 


Zahl der Langhaare 


Abb.1. Zahl der Langhaare bei sieben Herkiinften von Chaetomium carinthiacum 


mit 6—7); solche mit 2—3 oder 9—10 gibt es, nach unseren bisherigen 
Funden zu urteilen, nur selten. Das bedeutet aber nichts anderes, als 
daB die Haufigkeitsverteilung von Herkiinften mit einer mehr oder 
weniger groBen Zahl von Langhaaren herkunftspezifisch ist und typisch 
binomial verlauft. 

Betraichtliche Unterschiede bestehen auch in der Lange der Langhaare. 
Nur der frei itiber den Haarschopf herausragende Teil dieser Haare 
wurde gezeichnet und gemessen; er variiert bei allen Herkiinften zusam- 
mengenommen von 200—1200 wu. Um die wirkliche mittlere Linge zu 
erhalten, muBte zur gemessenen Linge der von dem Haarschopf ver- 
deckte Teil dazugezaéhlt werden. Daher wurde der Mittelwert von der 
jeweiligen mittleren Lange und Breite des Haarschopfes der entsprechen- 
den Herkunft zum Mittelwert des gemessenen Teiles des Langhaares 
hinzugefiigt. Dies konnte ohne Bedenken getan werden, da die Langhaare 
im unteren, verdeckten Teil gerade oder fast gerade verlaufen. Aus 
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diesen Werten ergibt sich (Tab.1), daB die Langhaare der Herkiinfte 1 
und 2 viel kiirzer als alle anderen sind; die der Herkunft 2 sind sogar nur 
halb so lang wie die der Herkunft 7. Bemerkenswert ist aber, daB sie bei 
den Herkiinften mit den meisten Langhaaren am kiirzesten sind, bei den 
mit den wenigsten jedoch am langsten. Die Langhaare der Herkiinfte 3 
und 4 stehen dazwischen. Sieht man von den verhaltnismaBig langen 
Langhaaren der Herkunft 7 ab, so geht demnach eine Zunahme der Zahl 
der Langhaare auf Kosten der Lange. 

Ganz aihnliche Unterschiede gelten auch fiir die Breite der Langhaare. 
Diese wurden dicht vor der Endeinkriimmung gemessen, da die Haare im 
unteren Teil zu stark inkrustiert sind. Es ergab sich, da die Langhaare 
der Herkunft 7 fast doppelt so breit wie die der Herkunft 2 sind. Die 


Tabelle 1. Mittelwerte von Zahl, Linge und Breite der Langhaare bei 7 Herkiinften. 
von Chaetomium carinthiacum 


Herkunft ere ee a ee jitte 6 7 
Zahl 9,86 | 9,77 | 7,78 | 820 | 2,58 | 2,94 | 4,84 
Lange in 800 670 | 957 859 1090 | 1211 | 1320 
Breite in pu 2,73 | 2,51 | 3,62 | 3,55 | 4,02 | 4,03 | 4,18 


kiirzesten Langhaare sind gleichzeitig am schmalsten, die langsten am 
breitesten, wahrend die der Herkiinfte 3 und 4 eine Zwischenstellung 
einnehmen (Tab. 1). 


Die Langhaare sind ziemlich steif und weisen daher auch konstante 
Unterschiede auf. Sie erscheinen entweder fast gerade oder schwach 
gewellt. FaBt man diese Wellung als langgezogene flache Spirale auf, so 
lassen sie sich gut charakterisieren und vergleichen, wenn man die Zahl 
der Windungen und den Durchmesser der Spirale bestimmt. Bei Her- 
kunft 2 schwankt die Zahl der Windungen von 2—7 und betragt im 
Mittel 4,49 fiir den freien Teil der Langhaare; bei Herkunft 6 sind es im 
Mittel etwas weniger, und zwar 3,77 bei einer Schwankung von 1—8. 
Umgerechnet auf den herausragenden Teil der Langhaare beginnt bei 
Herkunft 2 alle 95 w eine neue Windung, bei Herkunft 6 dagegen alle 
211 uw. Nicht sehr verschieden sind dagegen die Durchmesser der Spirale: 
bei Herkunft 2 betragt dieser im Mittel 26,2 u, bei Herkunft 6 sogar 
33,3 «. Der Unterschied besteht also in der Hauptsache in der gréBeren 
Entfernung der Windungen voneinander, so daB man dadurch den Ein- 
druck erhalt, als seien die langeren Langhaare weniger stark gewellt. 

Aus diesen Befunden ergibt sich, daB beide Eatreme — das eine mit 
wenigen, langen, aber breiten und wenig gewellten Langhaaren, das andere 
mit vielen, kurzen, aber schmalen, héufiger gewellten Langhaaren — durch 
Zwischenformen miteinander verbunden sind. 
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Bei der Gattung Chaetomium sind ganz allgemein die Perithecien rund 
herum mit Haaren versehen. Diese lassen sich in Seiten- und Schopf- 
haare gliedern. Die Seitenhaare sind meist sehr einfach und gerade und 
gehen allmahlich in die komplizierter gebauten Schopfhaare iiber. Bei 
der untersuchten Art ist der Ubergang jedoch ziemlich unvermittelt. Bei 
den einzelnen Herkiinften bestehen hinsichtlich Lange und Dichte dieser 
Haare auffallige Unterschiede. So sind die Seitenhaare der Herkiinfte 3 
und 4 rund doppelt so lang wie die der Herkiinfte 1 und 2, die der Her- 
kiinfte 5, 6 und 7 sogar mehr als 31/,mal so lang (Tab. 2). 

Zur Bestimmung der Dichte wurden alle im optischen Schnitt sicht- 
baren Seitenhaare gezahlt und in Beziehung gesetzt zur Seitenlinge der 
betreffenden Perithecien. Dabei ergab sich, daB bei Herkunft 1 die Seiten- 


Tabelle 2. Variationsbreite bei der Ldnge der Seitenhaare von 7 Herkiinften bei 
Chaetomium carinthiacum 


Werte in Mikron 
Herkunft | 1 | 2 | 3 | 4 | é 6 7 
Minimum 20 50 60 80 110 140 140 
Mittelwert 99,0 114.6 202,2 212.8 371,6 388,5 S0D,2 
Maximum 220 240 470 480 710 | 680 620 


haare im Mittel 7,1 ~ voneinander entfernt stehen, bei Herkunft 4 sind 
es 8,8 uw und bei Herkunft 5 sogar 11,6 wu. 

Perithecien mut vielen, kurzen Langhaaren haben demnach gleichzeitig 
dichtstehende, kurze Seitenhaare, solche mit wenigen, langen Langhaaren 
entfernter stehende, lange Sertenhaare. 

Exakte Messungen und Vergleiche itber die Ausdehnung der Haar- 
schépfe sind, soweit ich sehe, bisher bei keiner Art vorgenommen worden, 
wenn man von allgemeinen Angaben wie groB, mittel und klein absieht. 
Und doch bestehen gerade bei diesem Merkmal recht erhebliche Unter- 
schiede bei den einzelnen Arten. Dies gilt auch fiir verschiedene Her- 
kiinfte einer Art wie unser Beispiel zeigt. 

Bei allen Herkiinften sind die Schépfe grundsatzlich breiter als lang 
(hoch). Das Verhaltnis von Breite zu Lange ist indessen recht ahnlich; es 
bewegt sich innerhalb einer Schwankungsbreite von 1,00:1,16 bis 1,00: 
1,27. Allerdings scheint eine schwache Tendenz zur Verbreiterung der 
groBeren Haarschépfe vorhanden zu sein. 

Dagegen weisen die Herkiinfte in der GréBe der Haarschépfe erheb- 
liche Unterschiede auf. So sind sie bei Herkunft 7 sowohl in der Linge 
als auch in der Breite 1,7mal so groB wie bei Herkunft 1 (die Mittelwerte 
von Herkunft 7 betragen 381,6 x 456,0 u, von Herkunft 1 dagegen nur 
224.5 x 263,4 2). Den besonders kleinschopfigen Herkiinften 1 und 2 
stehen demnach die groBschopfigen Herkiinfte 5, 6 und 7 gegeniiber, 


Breite 
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wihrend die Herkiinfte 3 und 4 eine ausgesprochene Mittelstellung ein- 
nehmen (Abb. 2). 

Als weiterer Unterschied kommt hinzu, daB bei den kleinschopfigen 
Herkiinften die Haare gedrangter stehen als bei den grofschopfigen, so 
daB deren Haarschépfe einen viel lockereren Eindruck machen. Somit 
gilt fiir simtliche Haarformen (Langhaare, eigentliche Schopfhaare und 

Seitenhaare), da eine Ver- 
langerung stets eine Vermin- 
5 derung der Zahl nach sich 
| zit 6 zieht. 
| | Entsprechende Beobach- 
y tungen konnten auch an den 
Perithecien gemacht werden. 
7 GF ‘ Diese sind jedoch im Gegen- 
satz zu den Haarschdpfen 
in keinem Falle breiter als lang. 
Wenn auch die Unterschiede 
~| in der Form nicht erheblich 
7 sind, so ist trotzdem unver- 
7, ir it kennbar, daB die kleineren 
Perithecien langgestreckter als 
die gré8eren sind. Diese sind 
praktisch als rund zu_be- 
7 | zeichnen. Bei Herkunft 2 be- 
tragt das Langenbreitenver- 
200° 250 300 35040050 a 500 haltnis 1,22:1,00, bei Her- 
Lange kunft 7 dagegen 1,03:1,00. Im 
Abb.2. Hllipsen fiir die Haarschopfgré8en bei sieben tibrigen bleibt dieselbe Reihen- 
Herkiinften von Chaetomium carinthiacum folge in der GréBe wie bei den 
Haarschépfen gewahrt (Abb.3). 

Andererseits besteht auBerdem eine deutliche Beziehung sowohl zwi- 
schen der Perithecien- und Haarschopflange als auch zwischen der Peri- 
thecien- und Haarschopfbreite. Die kiirzeren und schmaleren Perithecien 
haben kiirzere und schmalere Haarschépfe, die langeren und breiteren Pe- 
rithecien haben auch die langeren und breiteren Haarschépfe (Abb.4). 

Unsere Feststellungen lassen sich also dahingehend erweitern, daf 
Herkiinfte mit wenigen, langen, aber breiteren und wenig gewellten Lang- 
haaren gropere und rundere Perithecien mit léngeren und entfernter stehen- 
den Seitenhaaren und lockereren und gréBeren Haarschépfen haben als 
Herkiinfte mit vielen, kurzen, aber schmaleren und hiufiger gewellten Lang- 
haaren und kleineren und liingeren Perithecien mit kiirzeren und dichter 
stehenden Seitenhaaren und dichteren Haarschépfen. Beide Extreme sind 
durch Ubergangsformen miteinander verbunden. 
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Des weiteren wurde die Breite der Asci und die Lange des sporen- 
tragenden Teiles bei den einzelnen Herkiinften miteinander verglichen. 
Obwohl die Unterschiede nicht ganz so auf- 
fallig wie bei den bisher betrachteten Organen 
sind, ist zu beobachten, daB auch bei diesem 
Merkmal grundsiatzlich die gleiche Reihenfolge 
wie bisher vorliegt. Die Herkiinfte 1 und 2 
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Abb.3. Ellipsen fiir die PeritheciengréBen bei sieben Herkiinften von Chaetomium carinthiacum 


Abb.4. Vergleich von Perithecien- und MHaarschopflinge (9° 9° © ) ; und Perithecien- und 
Haarschopfbreite (x x x) bei sieben Herkiinften von Chaetomium carinthiacum 
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Abb. 5. Ellipsen fiir den sporentragenden Teil der Asci bei sieben Herkiinften von Chaetomium 
i : carinthiacum 


besitzen kleinere Asci als die anderen, von denen 3 und 4 wieder Uber- 
gangsformen zu den Herkiinften 5, 6 und 7 darstellen (Abb.5). 


26 
Arch. Mikrobiol., Bd. 40 
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Damit ist also festgestellt, dab sich die Gripen der Haarschépfe, 
Perithecien und Asci gleichsinnig dndern. 

Auffilliger sind dagegen die Unterschiede bei den SporengrédBen. 
Wiederum sind es die gleichen Herkiinfte 5, 6 und 7, welche die gréBten 
Ascosporen besitzen. Allerdings ist eigenartig, daB die Sporen von Her- 
kunft 1 langer als erwartet sind (Abb.6). 

Beachtenswert ist ferner die Tatsache, daB der Breite der Ascosporen 
die Breite der Asci eindeutig parallel geht, d. h. in den schmaleren Asci 
entwickeln sich schmalere Sporen und in den breiteren Asci breitere 
Sporen. Im Mittel sind die Asci etwas iiber doppelt so breit wie die Spo- 
ren. Dies wird versténdlich, wenn man in Betracht zieht, da sowohl bei 


70 


Lange 


Abb.6. Ellipsen fiir die SporengréBen bei sieben Herkiinften von Chaetomium carinthiacum 


dieser Art als auch bei allen anderen Arten der murorum-Gruppe die 
Sporen in zwei wenn auch undeutlichen Reihen nebeneinander angeord- 
net sind. 

Noch bemerkenswerter ist aber, daB sich von Herkunft zu Herkunft 
in der immer wieder beobachteten Reihenfolge bei Anderung der Ascus- 
breite gleichzeitig die Perithecienbreite und zu dieser wieder die Haar- 
schopfbreite gleichsinnig andert. Im Mittel sind die Perithecien der sieben 
Herkiinfte rund 12—13malso breit wie die Asci und die Haarsch6épfe rund 
2,7mal so breit wie die Perithecien. 

Ganz ahnliche Verhaltnisse finden wir bei den Langen, wenn wir die 
zu langen Sporen von Herkunft 1 nicht beriicksichtigen. Die Asci sind 
im Mittel etwas mehr als 3mal so lang wie die Sporen, nicht 4mal, wie 
man eigentlich erwarten sollte. Das mikroskopische Bild gibt uns aber 
leicht eine Erklarung dafiir: die reifen oder fast reifen Sporen sind im 
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Ascus dicht aneinander gedrangt angeordnet, alle Liicken zwischen sich 
ausfiillend. Die Perithecien sind rund 6mal so lang wie die Asci und die 
Haarschopfe rund doppelt so lang wie die Perithecien. 


Nach diesen Ausfithrungen kann nicht mehr daran gezweifelt werden, 
daB in einem Perithecium zwischen Lénge und Breite der verschiedenen 
Organe ganz bestimmte feste Beziehwngen bestehen, die in ihrer Giiltigkeit 
durch gelegentliche Ausnahmen zwar etwas eingeschrinkt, aber nicht um- 
gestopen werden. 


Vergleicht man die Ellipsen fiir die GréBen der Sporen, der Asci, der 
Perithecien und der Haarschépfe miteinander (Abb.2, 3,5 und 6), so 
erkennt man, dai die Abweichungen von den Gesamtmittelwerten aller 
Herkiinfte (siehe Artdiagnose) bei den einzelnen Organen verschieden 
groB sind. Zur genaueren Analyse wurden bei Annahme einer linearen 
Regression die einzelnen Korrelationskoeffizienten berechnet. Diese 
betragen fiir die Ascosporen 0,49, fiir die Asci 0,83, fiir die Perithecien 
0,94 und fiir die Haarschépfe 0,91. Das bedeutet, daB die Abweichungen 
bei den Sporen am groBten, bei den Asci weniger groB und bei den Peri- 
thecien und Haarschépfen am geringsten sind. Auftretende UnregelmaBig- 
keiten nehmen demnach in den Perithecien von innen nach auBen ab. 


Unsere Ergebnisse lassen somit klar erkennen, da8 zwischen den 
einzelnen Herkiinften wohl zu definierende Unterschiede bei den GréBen 
der Organe bestehen. Waren nur die beiden Extremformen bekannt 
geworden, so hatte man aller Wahrscheinlichkeit nach zwei Arten auf- 
gestellt. In der Tat sind die Unterschiede zwischen der Herkunft 2 und 
der Herkunft 7 betrachtlich: hier kleine Sporen, kleine Asci, kleine und 
langliche Perithecien mit kleinen und dichten Haarschépfen, kurzen und 
dicht stehenden Seitenhaaren, viele, kurze, schmale und gewellte Lang- 
haare und dort groBe Sporen, groBe Asci, groBe, fast runde Perithecien 
mit lockeren und groBen Haarschépfen und wenigen, langen Seitenhaaren 
und wenigen, langen, breiten und kaum gewellten Langhaaren. Die 
beobachteten Zwischenformen, die, wie bei der Betrachtung der Lang- 
haare ausgefiihrt wurde, gerade am hiufigsten sind, mahnen jedoch zu 
besonderer Vorsicht. 


Es wurde somit nachgewiesen, daf eine Art in einer Vielzahl von 
Merkmalen variieren kann. Jedes dieser Merkmale besitzt eine bestimmte 
Variationsbreite. Bei den verbreitetsten Herkiinften sind alle Merkmale 
in mittelstarker Ausprigung vorhanden. Die Formen, deren Merkmale 
sich am weitesten vom Mittelwert entfernen, treten nur selten auf. Damit 
soll noch nicht behauptet werden, da8 wir bereits alle extremen Formen, 
die iiberhaupt vorkommen, in der Hand hiatten; es laBt sich jedoch 
abschatzen, daB die Variationsbreite siimtlicher Merkmale kaum wesent- 


lich gr6Ber sein kann. 
26* 
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Ahnliche Unterschiede diirften aber auch bei anderen Arten bestehen. 
Es liegt auf der Hand, die oftmals sehr abweichenden Angaben verschie- 
dener Beobachter iiber die Organgr6Ben der gleichen Art wenigstens zum 
Teil auf Herkunftsunterschiede zuriickzufiihren. Nach den Beobachtun- 
gen an Chaetomium carinthiacum sind Abweichungen von den in Original- 
beschreibungen enthaltenen Groenangaben durchaus zu erwarten, da 
keineswegs damit gerechnet werden kann, bei Isolierungen an verschie- 
denen Orten jedesmal gleiche Herkiinfte zu finden. Ob die Variations- 
breite bei anderen Arten ebenso ausgepragt ist, soll vorerst dahingestellt 
bleiben. Jedenfalls liegt oft keine 
Berechtigung vor, fiir Extremformen 
gleich neue Arten aufzustellen oder 
die Art, wie vielfach geschieht, in 
Varietaten oder noch kleinere syste- 


Abb.7a und b. Habitusbild von zwei Herkiinften von Chaetomium carinthiacum, a Herkiinfte 5,6; 
b Herkiinfte 1, 2 

matische Kinheiten aufzugliedern, da immer wieder neue Zwischen- 

formen auftauchen kénnen. Eine neue Art sollte iiberhaupt erst bei 

geniigender Kenntnis ihrer Variationsbreite aufgestellt werden. 

Nicht beantwortet wurde bisher die Frage, ob zur Aufstellung einer 
neuen Art die Unterschiede zu den anderen Arten der muwrorum-Gruppe 
hinreichend groB sind, um alle Herkiinfte einwandfrei von diesen zu tren- 
nen. Da der Ausbildung der Haare fiir die Trennung der Arten besonderes 
Gewicht beigemessen werden muf (SORGEL 1960), sind in erster Linie 
diejenigen Arten, die ebenfalls Langhaare besitzen, zur endgiiltigen Ent- 
scheidung heranzuziehen. Es sind dies die Arten Ch. murorum, Ch. cana- 
riense', und Ch. circinatum. Die Art circinatum hebt sich durch ihre am 


' Die Beschreibung der neuen Art Ch. canariense soll in anderem Zusammen- 
hang erfolgen. 
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Ende schneckenférmig eingerollten Langhaare und ihre besonders 
groBen Organe deutlich ab. Bei Ch. canariense sind fast simtliche Haare 
des Schopfes als Langhaare entwickelt und dementsprechend in viel 
groBerer Anzahl vorhanden. AuBerdem ist auch diese Art in allen Teilen 
groBer. Die gréBte Ahnlichkeit besteht zwischen Ch. murorum und 
Ch. carinthiacum. Der Unterschied zwischen eigentlichen Schopfhaaren 
und Langhaaren ist bei Ch. murorwm jedoch viel weniger bemerkbar, 
zum Teil gehen sie fast ineinander iiber. Bei der untersuchten Art sind 
die Langhaare auffallig vom Haarschopf abgesetzt. Hinzu kommen die 
betrachtlichen GroBenunterschiede der einzelnen Organe. 


Es handelt sich bei Ch. carinthiacum demnach um einen besonders 
kleinen Vertreter der murorwm-Gruppe mit einer Auspragung der Merk- 
male, wie sie in dieser Gattung bisher nicht bekannt ist. Daher erscheint 
die Aufstellung einer neuen Art als durchaus gerechtfertigt. 


Auf Grund unserer Feststellungen iiber die Variabilitaét und die 
Beziehungen zu anderen verwandten Arten laBt sich fiir die besprochene 
Art folgende Diagnose aufstellen (Abb.7): 


Chaetomium carinthiacum n. sp. 

Fungus in agaro farinae pisi et farinae avenae 0,3°/, temp. 24° parvus ad 
media magnitudine, caeruleus vel nigro-caeruleus, nonnumque viridulo-flavus. 
Perithecia subglobosa ad subovata, obscura, vix ad substratum affixa, 90 bis 
153,79—220 w alta, 80—136,61—220 lata. Ostiolum pilis dense tectum, basi 
rhizoideis vix evolutis. Pili perithecii laterales simplices, sparsi, recti, plus minusve 
breves, 20—249,1—-710 wu longi. Pilis terminalibus typorum duorum: alii soluti ad 
densi, parte inferiore recti, deinde undulati; summa pilorum 150 —312,34—600 alta, 
180—375,85—620 uw lata; alii numero 0—6,55—19, recti vel undulati, apicibus 
incurvis, 350—987—1750 w longi, in parte superiore 1,8—3,52—5,4 w crassi. Asci 
breviter clavati, hyalini, octospori, ascosporis irregulariter biseriatis, parte sporifera 
17—25,65—38 w longi, 8—11,41—16 wy lati. Sporae applanatae, uno latere con- 
vexo, altero concavo, e facie visae ellipsoido-ovatae, utrinque acutatae, sporae 
maturae olivaceo-brunneae, 6,3—8,97—10,8 « longae, 3,9—5,40—6,9 w latae. 

In foliis emortuis plantarum herbacearum in camera humida Petri collocatis. 

Der Pilz ist auf einem Erbsen-Hafermehlagar 0,3°/, bei 24° klein bis mittel- 
groB, blau bis schwarzblau, manchmal griinlich-gelb. Die Perithecien sind schwach 
kugelig bis schwach oval, nicht fest am Substrat haftend, 90—153,79—220 wu lang, 
80—136,61—220 yw breit. Die Miindung ist von Haaren dicht bedeckt. Rhizoide sind 
an der Basis kaum entwickelt. Die Seitenhaare des Peritheciums sind einfach, 
locker, gerade und mehr oder weniger kurz, 20--249,1—710 w lang. Die Schopf- 
haare sind von zweierlei Art: die einen sind locker bis dicht, im unteren Teil gerade, 
dann gewellt; der Haarschopf ist 150—312,34—600 w lang, 180—375,85—620 uw 
breit; die anderen, an Zahl 0—6,55—19, sind lang, gerade oder gewellt, an den 
Enden gekriimmt, 350—987—1750 « lang, im oberen Teil 1,8—3,52—5,4 w dick. 
Die Asci sind kurz keulenformig, hyalin, achtsporig, die Sporen unregelmaéBig 
zweireihig angeordnet. Der sporentragende Teil ist 17—25,65—38 w lang, 8 bis 
11,41 —16 « breit. Die Sporen sind abgeplattet, auf der einen Seite konvex, auf der 
anderen konkav, von der Seite gesehen ellipsoid-oval, an den Enden zugespitzt, die 
reifen Sporen olivbraun, 6,3—8,97—10,8 w lang, 3,9—5,40—6,9 uw breit. 

Von toten Blattern krautiger Pflanzen in feuchten Petrischalen isoliert. 
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Zusammenfassung 

Bei einem Vergleich mehrerer Herkiinfte der zur murorum-Gruppe 
gehorenden Art Chaetomium carinthiacum n. sp. ergab sich, daB 

1. es Herkiinfte mit wenigen, langen, aber breiten und wenig gewellten 
Langhaaren und Herkiinfte mit vielen, kurzen, aber schmalen und hau- 
figer gewellten Langhaaren gibt. Zwischen diesen Extremen gibt es Uber- 
gangsformen ; 

2. die Herkiinfte mit wenigen Langhaaren die gr6Bten Perithecien mit 
wenigen, aber langeren Seitenhaaren und die gré%ten Haarschdépfe besit- 
zen und die Herkiinfte mit vielen Langhaaren die kleinsten Perithecien 
mit mehr, aber kiirzeren Seitenhaaren und die kleinsten Haarschépfe. 
Zwischenformen verbinden beide Extreme; 

3.dieHaarschopfgr6Besich mit derPeritheciengréBe gleichsinnig andert; 

4.eineVerlangerung derHaare eine Verringerung derZahI nach sich zieht; 

5. Ascosporen- und Ascusgr6Be der PeritheciengréBe parallel geht; 

6. zwischen Linge und Breite von verschiedenen Organen ganz be- 
stimmte feste Beziehungen bestehen; 

7.die Herkiinfte mit mittlerer Merkmalsauspragung am haufigsten sind. 


Zum SchluB méchte ich meinen technischen Assistentinnen Fr]. E. Meyer und 
Fri. R. ZreBexy fiir ihre Hilfe bei den Messungen und Berechnungen sowie der 
Anfertigung der Zeichnungen meinen herzlichsten Dank aussprechen. 
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Untersuchungen iiber den Chemotropismus 
einiger Pilze gegeniiber schwerléslichen Phosphaten 


Von 
EVA KONIG 


Mit 4 Textabbildungen 
(Eingegangen am 18. Juli 1961) 


Bei Versuchen zum Aufschlu8 schwerléslicher Rohphosphate durch 
Bodenpilze war in Reinkulturen beobachtet worden, da8 Pilzhyphen auf 
die schwerléslichen Phosphate chemotropisch reagierten (MEYER u. 
Konte 1960). Diese Reaktionen zeigten allerdings nur die Hyphen saure- 
bildender Pilze, die sich bereits in Wachstumsversuchen als Rohphosphat- 
aufschlieBer erwiesen hatten. Die Pilzhyphen wuchsen dabei nicht gerich- 
tet auf die Phosphatteilchen zu, was der klassischen Erscheinung des 
Chemotropismus, wie sie von WoRTMANN (1887) sowie von FISCHER u. 
WERNER (1955) an Saprolegnia studiert wurde, entsprechen wiirde. 
Hier handelt es sich darum, daB in einer gewissen Entfernung von den 
Hyphenspitzen Seitenhyphen gebildet werden, die ihrerseits nun gerich- 
tet auf die P- Quelle zuwachsen. Dabei ist es offensichtlich, daB erst die 
vom Pilz gebildeten Sauren auf die schwerléslichen Rohphosphate ein- 
wirken miissen, bevor die Pilze chemotropisch reagieren. Die neugebilde- 
ten Seitenhyphen, welche die Rohphosphate intensiv und oft geradezu 
plektenchymartig umspinnen, haben durch diese Hyphenansammlung 
um das Rohphosphatpartikel eine besonders starke Saurebildung in der 
Umgebung des Rohphosphats zur Folge. Sie fiihrt zu einer restlosen Auf- 
lésung des wasserunsléslichen Phosphats. An Bilanzversuchen konnte 
gezeigt werden, da séurebildende Bodenpilze auf diese Art und Weise 
die gesamte in den Rohphosphaten enthaltene Phosphorsaure lésen und 
aufnehmen kénnen. Bei der Autolyse des Mycels wurde die Phosphor- 
sdiure daraus wieder frei. Es hatte dadurch also eine AufschlieBung der 
Phosphorsiure aus dem Rohphosphat durch Uberfiihrung in geldste 
P-Formen auf mikrobiologischem Weg stattgefunden. Abb.1 zeigt eine 
Aufnahme der beschriebenen Umspinnung von Rohphosphatpartikeln 
durch Pilz-Hyphen. 

Eine weitere gréBere Versuchsserie ergab (KOntG 1961), daB auch in 
natiirlichen Béden dieses chemotropisch bedingte Phéinomen der Um- 
spinnung von Rohphosphaten durch die in den Boden vorhandenen Pilze 
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mit gleicher Deutlichkeit in Erscheinung trat. Nach den obigen Ergeb- 
nissen muBte angenommen werden, daf es auch im Boden séurebildende 
Pilze sind, die das tun. Nun haben wir es aber in natiirlichen Boden mit 
sehr verschiedenartigen Pilzpopulationen zu tun. Bestehen innerhalb 
solcher Populationen Wechselwirkungen zwischen  saurebildenden 
PhosphataufschlieBern und solchen Pilzen, die das nicht tun? Hierzu dien- 
ten nachfolgend beschriebene Kulturversuche. 


Abb.1. Umspinnung eines Rohphosphatpartikels (Gafsa-Phosphat) durch Hyphen von Aspergillus 
niger Stamm Cu 17 auf einem P-freien Nairboden, Vergr.: 170:1 


I. Das Verhalten von nicht séurebildenden Pilzen an Rohphosphaten 
in Gegenwart eines sdurebildenden Pilzstammes 


Um genau definierte Kultur- und Versuchsbedingungen zu erhalten, wurde bei 
diesen Versuchen vom natiirlichen Substrat, dem Boden, abgegangen und mit 
Reinkulturen gearbeitet. Die Pilze waren aus Boden isolierte Stiimme, von denen 
bereits aus friiheren Versuchen bekannt war, ob sie dank ihrer Siiurebildung Roh- 
phosphate umspinnen kénnen oder nicht. Das zu diesen Versuchen benutzte 
P-freie Agarmedium war tiberall dasselbe (4,7°/, Saccharose; 0,2°/, NaNO,; 
0,0047°/, FeSO, + 7H,O; 0,0047°/, ZnSO, + 7H,O; 0,032°/, MgSO, + 7H,0; 
0,079°/, K,CO;) und entspricht einer modifizierten Raulin-Thom-Nihrlésung, wie 
sie schon fiir die friiheren Arbeiten benutzt wurde. Es wurde wie dort auf py 6,8 
eingestellt. Im folgenden wird dieses Medium als ,,Grundmedium‘ bezeichnet 
werden. Bei einem spiteren Zusatz von KH,PO, wurde die K,CO,-Menge verringert, 
um die Gesamtmenge an Kalium auf derselben Héhe zu halten. Zwei Pilzstiimme, 
von denen einer Rohphosphate aufschlof8 (Aspergillus niger), der andere dazu 
jedoch nicht in der Lage war (Penicillium varians), wurden in einer Petrischale im 
Strich gegeneinander aufgeimpft. Dabei wurde, wie Abb.2 zeigt, der Aspergillus- 
Stamm im oberen Drittel der Schale im waagrechten Strich und der Penicilliwm- 
Stamm in zwei Strichen senkrecht dazu aufgeimpft. Als Nahrbéden wurden ver- 
wendet: 1. Grundmedium (P-frei). 2. Grundmedium ++ Rohphosphat. Das hier ver- 
wendete Rohphosphat A ist ein nordafrikanisches Gafsa-Phosphat, das in der 
fritheren Arbeit bereits charakterisiert wurde, 3. Grundmedium -+- KH,PQ,. 
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Ks zeigte sich folgendes (Abb. 2): Enthalt das Medium kein Phosphat, 
so ist das Wachstum beider Pilze schr schwach, enthalt es KH,PO,, so ist 
es bei beiden starker. Auf Rohphosphat-haltigem Medium wachst 
Aspergillus niger kraftig, da er dank seiner Sdurebildung die schwerlés- 
liche Phosphatquelle ausniitzen kann. Penicillium varians wichst jedoch 
nur in seiner Nahe gut, in der weiteren Entfernung vom aufschlieBenden 
Pilz ist das Wachstum so schwach wie im P-freien Medium. Diese be- 
grenzte Férderung ist die Folge der Diffusion des vom Saurebildner ge- 
lésten Phosphates in die Umgebung. 

Die mikroskopische Beobachtung ergab, da nicht nur Aspergillus 
niger die schon friiher beobachteten chemotropischen Reaktionen an 


Abb.2a—c. Wachstum eines siurebildenden Pilzes (waagrechter Impfstrich) und eines Pilzes, der 
keine Saéure bildet (senkrechte Impfstriche), in ,,Grundmedium* ohne Zusatz (Teilbild a) bzw. mit 
Zusatz von Rohphosphat A (Teilbild b) und von KH,PO, (Teilbild c), Aufnahme am 5. Tag 


Rohphosphatteilchen zeigte, sondern daB solche auch von Penicilliwm- 
Hyphen bis in einige Entfernung (6 mm) vom Aspergillus-Mycel durch- 
gefiihrt wurden. Hin sdurebildender Pilzstamm, der auf Rohphosphate 
chemisch reagiert und diese aufschlieBt, veranlapt also einen in der Né&he 
wachsenden anderen Pilzstamm, der dazu nicht in der Lage ist, dieselben 
chemotropischen Reaktionen durchzuftihren. Es ist anzunehmen, daB bei 
Penicillium der Ablauf der Reaktion derselbe ist wie oben geschildert ; 
hier wird die Saure, die auf das Rohphosphatteilchen einwirkt, jedoch von 
einem anderen, in der Nahe wachsenden Pilz gelicfert. Die Hyphen von 
Penicillium wachsen auf die so erschlossene Phosphatquelle zu und 
reagieren mit vermehrtem Hyphenwachstum am Ort besserer Phosphat- 
versorgung. 

Dieses Phinomen der gegenseitigen Beeinflussung wurde an 22 Pilz- 
arten aus 16 Gattungen gegen den Saurebildner Aspergillus niger und 
an 9 Pilzarten aus 6 Gattungen gegen den Saurebildner Penicillium 
chrysogenum festgestellt. Tab.1 und 2 enthalten eine Aufstellung der ge- 
priiften Pilze, die auf Rohphosphate erst dann chemotropisch reagieren, 
wenn ein Saurebildner in der Nahe ist. 

Aus der groBen Anzahl der gepriiften Arten aus verschiedenen Gat- 
tungen und aus der Tatsache, daB sie alle in gleichem Sinne reagieren, 
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darf wohl geschlossen werden, da es sich hier um eine allgemein ver- 


breitete Erscheinung handelt. 


Es erschien nun notwendig, zu untersuchen, welche von Pilzen gebil- 
deten Sauren fiir diesen Effekt verantwortlich sind. 


Tabelle 1 
HinfluB von Aspergillus niger auf die 
chemotropische Reaktionsfahigkett 
verschiedener Pilze 


auf Rohphosphat 
(Gafsa-Ph.) 


in Gegenwart 
von Asper- 
gillus niger 


allein 


Rhizopus nodosus — 
Mucor jansseni = 
Zygorhynchus spec. 
Thamnidium elegans | — 
Chaetomium globosum| — 
Neurospora sitophylla| — 
Cephalosporium 
acremonium — 
Trichoderma koningi _ 
Trichoderma lig- 

norum — 
Aspergillus clavatus — 
Aspergillus 

caespitosus _ 
Aspergillus versicolor} — 
Penicillium spec. 

KW4 — 
Penicillium spec. L1 — 
Penicillium varians — 
Penicillium casei — 
Gliocladiwm roseum -- 
Spicaria elegans — 
Synsporium bigutta- 

tum —_ 
Botryotrichum 

piluliferwm -- 
Alternaria tenuis -- 
Fusarium redolens _ 


++ +4+4+4+++4 


+++ 4+ +4+4+4+4++ 44 44+ 


Tabelle 2 
EinfluB von Penicillium chrysogenum 
auf die chemotropische Reaktions- 
fahigkeit verschiedener Pilze 


auf Rohphosphat 
(Gafsa-Ph.) 
#8 
S28 
= aes 
Mucor jansseni — 
Trichoderma koningi — + 
Aspergillus clavatus — + 
Aspergillus 
caespitosus — + 
Aspergillus versicolor |} — mF 
Penicillium varians _ + 
Penicillium casei aa a 
Gliocladium rosewm — + 
Synsporium 
biguttatum = a 


IT, Untersuchungen tiber die 
Natur der von den Pilzen 
ausgeschiedenen Sduren 
Durch die zahlreichen Ar- 

beiten iiber die Saéurebildung 
durch Pilze (Aspergillus niger 
u.a.) von BERNHAUER etal. 
(1928— 1941) und ebenso durch 
diejenigen von KNoBLoc# et al. 
(1940—1941) konnte nachge- 
wiesen werden, wie die Art der 
gebildeten Sauren von Pilz- 
stamm zu Pilzstamm _ ver- 


schieden sein kann. Vor allem zeigen sie, wie die Kulturbedingungen, 
so die gebotenen N- und C-Quellen, die Anwesenheit von Spurenelemen- 
ten u.a., die Menge der gebildeten Saiuren beeinflussen. Foster (1949) 
gibt eine Aufstellung der hauptsadchlich im Kulturfiltrat von Pilzen 
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gefundenen Sauren und deren Bildungsbedingungen. Eine noch umfang- 
reichere Liste von Arbeiten, die bis in die neueste Zeit reichen, gibt 
Martin (1960). Auch dadurch wird deutlich, wie mannigfach und vari- 
abel, je nach Pilzstamm und Kulturbedingungen, die Saurebildung sein 
kann. Demnach schien es wichtig zu priifen, welche Séiuren von den zu 
diesen Versuchen benutzten Pilzstammen und unter den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen gebildet werden. Dazu wurden die Pilze auf Nahr- 
lésungen derselben Zusammensetzung wie die Nahrbéden der oben ge- 
nannten Versuche kultiviert, bis sie eine Myceldecke gebildet hatten. 
Das Kulturfiltrat wurde dann papierchromatographisch auf darin ent- 
haltene, nichtfliichtige organische Sauren untersucht. 

Dabei wurde im einzelnen nach Angaben im ,,Handbuch der Papierchromato- 
graphie“ (1958) verfahren. Die Chromatogramme wurden aufsteigend entwickelt 
(Papier: Schleicher & Schiill 2034b MGI). Das Lésungsmittelsystem war Butanol- 
Ameisensiure-Wasser (20:4:30). Nachdem die Ameisensiure sich verfliichtigt hatte, 
wurden die Chromatogramme mit Bromkresolgriin bespriiht (0,05%/,ige Lésung des 
Indikators in Athanol). Als Vergleichssubstanzen dienten die nach BERNHAUER und 
Foster vermuteten Sauren, die in 0,1°/,iger Lésung mit aufgetragen wurden. Als 
Ergebnis werden die Ry-Werte der einzelnen Substanzen angegeben (Verhaltnis der 
Wegstrecke Startpunkt—Fleckmittelpunkt zur Wegstrecke Startpunkt—FlieB- 
mittelfront). 

Die nachstehende Tabelle zeigt die hier gefundenen Ry-Werte von 
drei Sauren, Apfelsiure, Citronensiure und Oxalsdure, die dieselbe 
Fleckenfolge aufweisen, die fiir sie im ,,Handbuch der Papierchromato- 
eraphie“ angegeben wird, und auBerdem diejenigen von Sauren in Kultur- 
filtraten von drei Pilzarten. Aspergillus niger und Penicillum chrysogenum 
sind die Stémme, die den oben geschilderten EinfluB8 auf ,,nichtauf- 
schlieBende“ Pilze ausiibten. Aspergillus flavus, ebenfalls ein Rohphos- 
phat-aufschlieBender Stamm, wurde hier noch erginzend dazu heran- 
gezogen. | 


Tabelle 3. Rp-Werte von Sduren in den Kulturfiltraten von Rohphosphat-auf- 
schlieBenden Pilzen und von reinen Sduren als Vergleichssubstanzen 


Kulturfiltrat von Re-Wert 0,1°/,ige Lésung von: Rr- Wert 
Aspergillus flavus 0,50 (4) | Apfelsiure 0,50 (5) 
Penicillium chrysogenum (0),42 (4) Citronensaiure 0,41 (7) 
Aspergillus niger 1. 0,42 (6) Oxalsiure 0,17 (13) 

2. 0,18 (6) 


(): Anzahl der Parallelen, aus denen das Mittel gebildet wurde. 


Hin Vergleich der aufgefiihrten Ry-Werte zeigt, daB es sich bei der 
von Aspergillus flavus abgeschiedenen Séure offenbar um Apfelséure 
und bei der von Penicillium chrysogenum gebildeten um Citronensaure 
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handelt. Im Kulturfiltrat von Aspergillus niger fanden sich zwei nicht- 
fliichtige organische Sauren, die sich auf Grund ihrer Ry-Werte als Citro- 
nen- und Oxalsaure identifizieren lieBen. 

Nachdem nun die Art der von den Pilzen gebildeten Saure bekannt 
war, konnte ihre alleinige Einwirkung auf ,,nichtaufschlieBende* Pilze 
gepriift werden. 


III. Die Wirkung von reinen organischen Sturen, die den von Pilzen 
ausgeschiedenen identisch sind, auf das Wachstum von nicht séwrebildenden 
Pilzen im Rohphosphat-haltigen Medium 

Die Versuche wurden mit derselben Anordnung durchgefiihrt wie die- 
jenigen zur Priifung der gegenseitigen Beeinflussung. Statt des saure- 
bildenden Pilzes, der dort im oberen Drittel der Schale aufgeimpft war, 


Abb.3a und b. Wachstum von Gliocladium roseum im Rohphosphat-haltigen Medium bei Saéure- 
zugabe, Beimpfung im Strich, Aufnahme am 3. Tag. a 1°/, Oxalsiure; b 2°/, Citronensiure 


wurden hier 0,1 ml einer 1°/,igen Oxalsaure- bzw. 2°/,igen Citronensaure- 
l6sung in eine an derselben Stelle aus dem Rohphosphat-haltigen Nahr- 
boden ausgekratzte Rinne gegeben. Der andere Pilz wurde wie dort, senk- 
recht dazu, aufgeimpft, und zwar ein Stamm von Gliocladium roseum, 
von dem wir festgestellt hatten, daB er sonst Rohphosphate nur in Gegen- 
wart eines Pilzes umspinnt, der Sauren abgibt (Abb.3). 

Aus Abb.3 ist deutlich zu erkennen, daB das Wachstum dieses Pilzes 
allein durch die Zugabe von Sauren ebenso gefordert wird wie durch einen 
in der Nahe wachsenden saéurebildenden Pilzstamm. Dabei liegt die An- 
nahme nahe, da das nun geléste Phosphat, das zuvor im Minimum 
vorlag, diese Férderung bewirkt. Da sie wirklich auf einer Phosphat- 
wirkung beruht und nicht nur auf einer Verschiebung des py-Wertes in 
den sauren Bereich, in dem die Pilze das Maximum ihres Wachstums 
aufweisen, konnte durch eine Variation dieser Versuchsanordnung gezeigt 
werden (Abb.4). 

Drei Petrischalen wurden mit folgenden Niihrmedien versehen: 1. ,,Grund- 
medium*, 2. und 3. ,,Grundmedium*: mit Rohphosphat A. Sie wurden beimpft mit 
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0,5 ml einer dichten Sporensuspension (5 ml steriles Aqua dest. auf ein Schrag- 
rohrchen einer alteren Kultur), die mit Hilfe eines Drigalsky-Spatels gleichmaBig 
verteilt wurde. Aus den Nahrbéden in Schale 1 und 2 wurde mit Hilfe eines sterilen 
Korkbohrers je ein Loch ausgestanzt, in das 0,1 ml einer 1°/,igen Oxalsiurelésung 
gegeben wurde. Schale 3 wurde ohne Siurezusatz belassen. 

Nur dort, wo die Saure, die in ein in der Mitte aus dem Nahrboden 
ausgestanztes Loch gegeben wurde, Phosphat lést, wachst die Sporen- 
suspension zu einem Mycel aus. Rohphosphat alleine und Saure alleine, 
also eine bloBe Ansdiuerung des Mediums, reichen nicht fiir ein normales 
Wachstum aus. Ks soll noch auf die Tatsache hingewiesen werden, daB 
bei einer mikroskopischen Kontrolle in der Férderungszone eine intensive 
Umspinnung von Rohphosphatpartikeln durch die Hyphen beobachtet 
werden konnte. Dies ist der deutlichste Hinweis darauf, daB die Sauren 


Abb.4a—e. Wachstum von Gliocladium roseum auf Medien mit verschiedenen Zusadtzen, Beimpfung 
mit einer Sporensuspension, Aufnahme am 3. Tag. a P-frei, 1°/, Oxalsiure; b Rohphosphat A, 
1°/, Oxalsiure; ec Rophosphat A, ohne Saéurezusatz 


zuerst auf die Rohphosphate einwirken miissen, bevor die Pilze diese 
typischen Reaktionen zeigen. Dabei ist es gleichgiiltig, ob diese Sauren 
nun von einem in der Nahe wachsenden Pilz ausgeschieden oder ob sie 
zugegeben werden. 

Diese Versuche sollten lediglich das Zustandekommen der chemo- 
tropischen Reaktionen klaren; dies mufte an Reinkulturen erarbeitet 
werden, ebenso konnte das Phainomen der gegenseitigen Beeinflussung 
nur an Reinkulturen studiert werden. Ob im Boden nur saurebildende 
oder auch andere, in deren Nahe wachsende Pilze die Rohphosphat- 
partikel umspinnen, ist nach diesen Ergebnissen nicht mit Sicherheit 
zu entscheiden, jedoch liegt die Richtigkeit der Annahme nahe. Die Menge 
und die Art der von den Pilzen gebildeten Saiuren wird gewif dafiir ver- 
antwortlich sein, und diese hangt wiederum ab von den im Boden fiir die 
Ernahrung der Pilze zur Verfiigung stehenden Kohlenstoffquellen. Als 
solche kénnen Polysaccharide dienen, iiber deren Zusammensetzung und 
Vorkommen im Boden Bernier (1958) und MULuER (1960) berichten, 
oder, fiir die Pilze mit cellulolytischen Fahigkeiten, die Cellulose selbst 
und dann deren verschiedene Abbauprodukte. 
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Zusammenfassung 


1. Ausgehend von der Tatsache, daB saurebildende Pilzstaémme an 
schwerléslichen Rohphosphaten (Apatiten) chemotropisch reagieren, 
wurde gefunden, daB sie in der Niihe wachsende Pilze, die diese Reaktion 
nicht zeigen, dazu veranlassen kénnen, ebenso zu reagieren. In den vor- 
liegenden Versuchen konnten durch Aspergillus niger 22 Pilzarten aus 
16 Gattungen und durch Penicillium chrysogenum 9 Pilzarten aus 6 Gat- 
tungen in diesem Sinne beeinfluBt werden. 

2. In den Kulturfiltraten von drei séurebildenden Pilzen wurden mit 
Hilfe der Papierchromatographie Apfelséure, Citronenséiure bzw. Citro- 
nensaure und Oxalsaure gefunden. 

3. Auch die alleinige Zugabe von Citronensaéiure oder Oxalsaure 
geniigte, um einen Pilzstamm, der selbst keine Sauren bildete, zu chemo- 
tropischen Reaktionen an Rohphosphaten zu veranlassen, die er zuvor 
nur in der Nahe eines séurebildenden Pilzes zeigte. 

Damit war bewiesen, daB die genannten, von Pilzen ausgeschiedenen 
organischen Saéuren die Rohphosphate als Phosphatquelle erschlieBen 
kénnen, auf die dann auch die nicht saurebildenden Bodenpilze, 
chemotropisch reagieren. 
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Durch zahlreiche Untersucher ist gezeigt worden, dai Acetat von 
vielen Mikroorganismen als Kohlenstoffquelle verwendet und insbeson- 
dere als Ausgangsmaterial fiir die Fettsynthese benutzt werden kann. 


So wurde Essigsiure von SMEDLEY-MactuaNn u. Horrertr (1923), HatpEn 
(1934), Fink, Kress u. Lecnner (1937), Fink u. Kreps (1938), Warre u. WERK- 
MAN (1947), WEINHOUSE u. MintineTon (1947), Kier u. Lipmann (1953) sowie 
RYLKIN u. PoKRovsKayA (1959) als brauchbare C-Quelle fiir Wachstum und vor 
allem fiir die Fett- und Lipoidsynthese bei Hefen angegeben. Zu denselben Er- 
gebnissen kamen BERNHARD, ABISCH u. WAGNER (1957) bei Phycomyces blakes- 
leeanus, KAIBARA (1948) bei Penicilliwm javanicum, COLEMAN u. Norp (1951) sowie 
Weiss u. Mitarb. (1947) bei Fusariwm-Arten. SEAMAN (1950) zeigte, daB Tetra- 
hymena geleii sowohl Kohlenhydrate als auch Fettsiuren aus Acetat aufbaut. 
SCHLEGEL (1959) berichtete tiber die Synthese von Fettsiuren aus Acetat durch 
Chlorella. Gros u. BUTLER (1954) untersuchten bei Mucor hiemalis die Beteiligung 
von 14C-markierter Essigsiure am Aufbau des Carotinmolekils. JouNnson (1958) 
fand, daB die Sauerstoffaufnahme von Spicaria violacea durch Essigsiure angeregt 
wird. Dasselbe Ergebnis zeigten die Untersuchungen von LEvinE u. Novak bei 
Blastomyces dermatitidis (1949). CRAMBIE u. BALLANCE (1959) studierten mit 
4C-markiertem Acetat und '4C-markierter Glucose die Fettsauresynthese bei 
Trichoderma viride. Nach Verseifung der Lipoide war in allen Fettsauren 4C nach- 
weisbar. 

An neueren Arbeiten, die sich mit der Verwertbarkeit der Essigsaure bei 
Bakterien befassen, seien CUTINELLI u. HHRENSVARD (1951) (verschiedene Arten), 
McQuiLien u. Roperts (1954) (Hscherichia coli), RAFELSON jr. (1955) (Aerobacter 
aerogenes), LuBrmov (1956) (Micrococcus ureae), KORNBERG (1958) (Pseudomonas 
fluorescens), OsnizKAyA (1959) (Purpurbakterium), Macrasr u. Leprorp (1959) 
(Lactobacillus delbrueckit) sowie SHAPOSHNIKOV, OSNIZKAYA u. CHUDINA (1960) 
(Chromatium vinosum) erwahnt. Nach Rippet, Napen u. Kouuer (1941) wird von 
Bacillus glycinophilus bei pra 6,3 Zucker gut, Essigsiure nicht verwertet; diese, 
nicht aber Buttersiure, bei px 6,9; bei px 7,2 ist Buttersiure der Kssigséure 
tiberlegen. 


* Gekiirzte Druckfassung einer Dissertation bei der mathematisch-natur- 
wissenschaftlichen Fakultit der Universitit Bonn (D3). Vorliufige Mitteilung: 
M. Sterner u. R. Kiemm: Naturwissenschaften 48, 630 (1961). 
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Andererseits berichteten mehrere Autoren iiber die Nichtverwertbarkeit von 
Essigsiiure durch Mikroorganismen: STEPHENSON u. WHETHAM (1923) stellten bei 
Mycobacterium phlei fest, daB Wachstum und Fettbildung durch Glucose und Lactat, 
nicht aber durch Acetat erméglicht wird. Lockwoop u. Mitarb. (1934) fanden bei 
Penicillium javanicum, TURPEINEN (1936) bei Geotrichoides sp., daB Acetat fiir die 
Fettbildung nicht geeignet ist. Versuche von Novak u. VOrOs-FELKAT (1958) mit 
Botryotinia fuckeliana ergaben, dal Essigsiiure als alleinige C-Quelle fiir den Pilz 
nicht verwertbar ist. 


Durch die Untersuchungen von Raar (1941) war bereits bekannt, 
daB Endomycopsis vernalis auf Nahrbéden mit Acetat als einziger C- 
Quelle nicht zu wachsen vermag. Damit war nicht ausgeschlossen, dat} 
Essigsaure trotzdem verwertet werden kann, wenn sie gleichzeitig mit 
einer anderen C- Quelle (z.B. Rohrzucker) oder nach Vorkultur auf einer 
solchen dargeboten wird. Im Rahmen der Arbeiten unseres Laborato- 
riums iiber den Fett- und EiweiBstoffwechsel von Endomycopsis vernalis 
sollte dessen Verhalten gegeniiber Essigsiure naiher untersucht werden. 
Eine bereits in den ersten Vorversuchen festgestellte Wachstumshem- 
mung durch Acetat gab Anlafi zu den weiteren Untersuchungen, tiber 
welche in dieser Arbeit berichtet wird. 


Methodik 


Als Versuchsorganismus diente der Instituts-Stamm von Endomycopsis vernalis 
Ludwig, mit dem schon STEINER (1938), Herp (1939) und Raar (1941) gearbeitet 
haben. Als Grundnahrlésung diente das Medium nach W6.TsE (7,5°/, Saccharose, 
1°/, Asparagin, 0,5°/) KH,PO,, 0,25°/, MgSO,), im folgenden als ,,normale Wéltje- 
Lésung“ oder ,,Wéltje + 1/1 Asparagin‘: bezeichnet. Bei Anderung der N- Quelle 
bedeutet die Nihrlésung mit z. B. Wéltje + 1/1 Ammoniumacetat die Stamm- 
lésung, die aber als N- Quelle eine mit 1°/, Asparagin N-gleiche Menge von Am- 
moniumacetat enthalt. Das py der, Woéltje-Grundlésung liegt bei pq 4,5; es wird 
bei den Versuchen vermerkt, wenn auf einen anderen py-Wert eingestellt wurde. 

Das Kulturverfahren wurde von Herm& (1939) und Maas-FOrsTErR (1955) aus- 
fiihrlich beschrieben. 

Die Kulturen standen dunkel in einem Raum mit relativ konstanter Tem- 
peratur zwischen 17 und 20° C. 

Das Pilzmycel wurde in einem heizbaren Vacuum-Exsiccator etwa 3 Std bei 
60—70° C und 10—11 mm Hg getrocknet. 

Das Rohfett wurde nach Herne (1939) durch Atherextraktion des mit Kieselgur 
zerriebenen Trockenpilzes bestimmt. 

Zur Gesamt-N-Bestimmung nach KseLDAHL wurde die Apparatur nach Parnas 
u. Waaner (1921) verwendet. 

Zur quantitativen Bestimmung der Essigsiiure diente das etwas abgeiinderte 
Verfahren von Nertsu (1952): In den Destillierkolben einer Schliffapparatur wurden 
3 ml der Restnahrlésung, 0,2 ml 50°/,ige H,SO, und 3 g MgSO,-7H,0 (,,Merck* 
p- a.) gegeben. Mit Wasserdampf wurden 150 ml iiberdestilliert. Das Destillat wurde 
mit 1/;, n NaOH titriert. 

Fir den papierchromatographischen Nachweis der Essigsiiure and anderen 
fliichtigen Sauren verwandte ich die Methode von Intina (1957). 10 ml der fil- 
trierten Nihrlésung wurden, wie oben beschrieben, mit Wasserdampf destilliert, bis 
50 ml iibergegangen waren. Das Destillat wurde mit n/NaOH neutralisiert, zur 
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Trockne eingedampft und mit 10 ml Wasser aufgenommen. Davon wurden 10 ul 

auf Kationenaustauscherpapier aufgetragen. Nach Trennung mit n-Propanol/Was- 

ser (3:1) wurde an der Luft getrocknet und mit einer 0,05°/,igen citronensauren 

See bespriiht. Die niederen Fetts&uren erschienen als blaue 
ecken. 


Ergebnisse 
I. Hssigséure als Kohlenstoffquelle fiir Endomycopsis vernalis 


1. Wachstum auf Acetat als alleiniger C-Quelle 


Versuchsanordnung. Die Nahrlésung nach WoéttsE wurde abgeindert. In 
Lésung I wurde Saccharose als C-Quelle durch C-aquivalente Mengen von Na- 
triumacetat und in Lésung II auch Asparagin durch Ammoniumacetat (N-aqui- 
valent zu Asparagin) ersetzt. Mit Phosphatpuffer wurde das px auf 6,7 eingestellt. 


Nahriésung I | Nahrlésung IT 
Destilliertes Wasser 100 ml Destilliertes Wasser 100 ml 
Natriumacetat 17,89 g Natriumacetat 16,16 ¢ 
Asparagin 1,00 g Ammoniumacetat 1,02 g 
KH,PO, 0,50 g KH,PO, 0,50 g 
MgSO, -7H,O 0,25 ¢ MgSO, -7H,O 0,25 g 


Weder auf Lésung I noch auf Lésung II konnte ein Wachstum des 
Pilzes festgestellt werden. 

Es war nunmehr zu priifen, ob Acetat verwertet wird, wenn der Pilz 
auf zuckerhaltigem Medium vorkultiviert wird. Hin solches Verhalten 
hatte Herne (1939) fiir den gleichen Organismus z.B. bei Athanol, 
RaaF (1941) bei Milch- und Brenztraubensadure gefunden. 

Versuchsanordnung. Anzucht auf Wo6ltje-Nahrlésung + 1/1 Asparagin. 
Nach 4 Tagen wurden drei Kulturschalen als Kontrolle geerntet. Die restlichen 
Pilzkulturen wurden auf folgende Nahrlésungen umgepflanzt: 

Nahrlésung I: Normale Wéltje-Lésung (Asparagin als N- Quelle); NahrlésungII: 
Woltje-Lésung, statt Zucker eine C-aiquivalente Menge von Natriumacetat, As- 
paragin als N- Quelle; Nahrlésung III: wie II, aber Ammoniumacetat als N- Quelle; 
Néhrlésung IV: Wéltje-Lésung (ohne Zucker), Asparagin als C- und N-Quelle; 
Nahrlésung V: wie Nahrlésung IV, aber Ammoniumacetat als C- und N- Quelle. 

Bei den Nahrlésungen II und III war das C:N-Verhaltnis gleich dem der 
Kontrolle (I). Die Kulturen wurden 24 Std und 48 Std nach der Umpflanzung ge- 
erntet und aufgearbeitet. 

Wie Tab.1 zeigt, nehmen in allen Versuchen auf er bei der Kontrolle (I) 
die Trockengewichte ab. Der Pilz wachst also nur auf Zuckermedium 
weiter, nicht aber auf Acetat und auch nicht auf Asparagin ++ Acetat. 

In den Ansitzen mit Ammoniumacetat als N- Quelle (IIT u. V) neh- 
men die Trockengewichte starker ab als in den asparaginhaltigen Parallel- 
kulturen. Katrine (1955) hatte nach N-armer Vorkultur beim Umpflanzen 
auf Asparagin eine geringe Wachstumszunahme gegentiber der Kontrolle 
festgestellt. Der geringere Abfall der Trockengewichte (II u. IV) diirfte 
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auch in unseren Versuchen auf die Verwertung des C-Geriistes des 
Asparagins zuriickzufiihren sein. DaB dennoch das Trockengewicht ab- 
fallt, erklirt sich hier wohl daraus, da8 nach N-reicher Vorzucht nicht 
geniigend C-Verbindungen zur Verwertung des gebotenen N zur Ver- 
fiigung stehen und deshalb weiteres Wachstum unterbleibt. 

Auch der auf Zuckermedium vorkultivierte Pilz vermag also Acetat 
nicht in einem AusmaB als C-Quelle zu verwerten, das wenigstens die 
Aufrechterhaltung des Trockengewichtes im Zeitpunkt der Umpflanzung 
gewahrleistet. 


Tabelle 1. Umpflanzkulturen auf verschiedenen C- und N-Quellen 
(Mittelwerte von drei Kulturschalen) 


Sta Trockengewicht (mg) 
nach der Umpflanzung I | - I Iv | v 


~ 0 353,2 353,2 353,2 353,2 353,2 
24 463,1 318.4 262,5 319.3 308,7 
48 504,3 296,2 252,4 307,2 294,9 


2. Wachstum auf Acetat +- Zucker als C-Quellen 


Ks war nunmehr zu priifen, ob Essigsaéure von Endomycopsis verwertet 
wird, wenn sie zusammen mit Zucker im Naihrmedium angeboten wird. 

Versuchsanordnung. Es wurden fiinf Nahrlésungen mit abgestuften Mengen 
von Natriumacetat und Zucker hergestellt: 

Nahrlésung I: 100°/, Zucker + 0°/, Natriumacetat; Néhrlésung II: 75°/, 
Zucker + 25°/, Natriumacetat; Nahrlésung IIT: 50°/, Zucker + 50°/, Natrium- 
acetat; Niahrlosung IV: 25°/, Zucker -+- 75°/, Natriumacetat; Nahrlésung V: 
0°/, Zucker + 100°/, Natriumacetat. 

Die Angaben 25°/,, 50°/), 75°/, Natriumacetat bedeuten, daB 25°/,, 50°/,, 75°/, 
des Zuckers durch C-iiquivalente Mengen von Natriumacetat ersetzt wurden. In 
allen N&hrlédsungen bestand also dasselbe C: N-Verhiltnis. Die Nihrlésung V wurde 
mit Phosphatpuffer auf den pq-Wert der Nahrlésung III und IV eingestellt. Von 
jeder Reihe wurden 18 Kulturschalen mit dem Pilz beimpft und nach den in 
Tab.2 angegebenen Zeiten geerntet. Bei Beginn und Ende der Versuche wurde 
das pa der Nahrlésung bestimmt. Die Trockengewichte sind Mittelwerte von 
drei Kulturschalen. 


Die Ergebnisse sind in 'Tab.2 zusammengefaBt. In der Kontrolle (I) 
wird am 5. und 6. Tag das héchste Trockengewicht erreicht. Zu diesem 
Zeitpunkt diirfte die C- Quelle erschépft sein (HmrpE 1939; Raar 1941). 
Auf den Nahrlésungen IT und IIT sind die Trockengewichte gegeniiber 
der Kontrolle deutlich vermindert. In den Kulturschalen mit den 
Lésungen IV und V tritt tiberhaupt kein Wachstum auf, was sicherlich 
nicht auf den py-Wert zuriickzufiihren ist, wie der Vergleich mit Nahr- 
losung ITI zeigt. 

Aus den Ergebnissen 1aBt sich ersehen, da der Pilz um so schlechter 
wachst, je mehr der Zucker des Mediums durch Natriumacetat ersetzt 


Wirkung von Essigsiiure auf das Wachstum von Endomycopsis vernalis 407 


wird. Auf 25°/, Zucker + 75°/) Na-Acetat tritt iiberhaupt kein Wachs- 
tum mehr auf. 


Tabelle 2. Wachstum auf Wéltje-Ndhrlésung; C-Quelle: Acetat + Zucker; 
N-Quelle: Asparagin 


I II III IV V 
C-Quelle} 100°/, Zucker 75°/, Zucker 50°/, Zucker 25°/, Zucker 100°/, Acetat 
25°/, Acetat 50°/, Acetat 75°/, Acetat 
Anfangs- 

Du 4,5 6,4 6,7 6,7 6,7 
ae paki End-pz pee End-pu pee End-p nee End-px oNer' End-px 
Tagen mg mg mg mg mg 

4 348,0| 6,4 | 118.1} 6,9 0 6,7 0 6,7 0 6,7 

5 367,9| 6,8 | 159,6] 6,9 ohtey ||, Lae 0 6,7 0 6,7 

6 SAGLOH eat Ole  LOOUTIs 629 TaONe 657. 0 6,7 0 6,7 

7 356,1| 7,0 | 200,9)| 7,0 17,6) 6,9 0 6,7 0) 6,7 

8 356,1)} 7,0 | 2061) 7,0 35,9! 7,0 0 6,7 0 6,7 

12 323,8| 730° | 19656) 7,0: |) 120,0)) 730 0 6,7 0 6,7 


Ein abnlicher Versuch wurde in der Weise durchgefiihrt, da auch 
das Asparagin der Woltje-Lésung durch N-aquivalente Mengen von 
Ammoniumacetat ersetzt wurde. Wie aus Tab.3 hervorgeht, bewirkt 


Tabelle 3. Wachstum auf Wéltje-Ndhrlésung; C Quelle: Zucker; 
N-Quelle: Asparagin (I), Ammoniumacetat (II) 


i IT 
is aes Asparagin Ammoniumacetat 
Ernte Trock.-Gew. 2 Trock.-Gew. 4, 
nach Tagen mg aoe mg tele 
4 330,0 6,4 26,2 6,2 
5 363,1 6,8 52,1 6,0 
6 356,7 7,0 102,1 6,2 
7 353,0 UY 210,0 6,2 
8 350,0 7,0 281,0 6,0 
12 327,8 7,0 281,5 6,0 


der Ersatz des Asparagins durch Ammoniumacetat eine starke Hem- 
mung des Wachstums, obgleich andere Ammoniumsalze (z.B. NH,- 
Succinat) nach zahlreichen fritheren Erfahrungen als N- Quelle dem Aspa- 
ragin kaum nachstehen. Wurde NH,-Acetat als N- Quelle geboten, so 
unterblieb bereits jegliches Wachstum des Pilzes, wenn nur 25°/, des 
Zuckers durch Na-Acetat ersetzt wurden. 


3. Aufnahme und Verbrauch der Essigsiure 
Es war nunmehr zu priifen, ob die Essigsiure ttberhaupt aus dem 
Medium in nachweisbarer Menge aufgenommen wird. In der filtrierten 
Nahrlésung wurde deshalb die Essigséure nach der Methode von 
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Netsu (1952) (siehe 8.404) bestimmt. Hndomycopsis wurde wie in den 
friiher beschriebenen Versuchen auf Normal-Nahrl6sung vorkultiviert 
und auf Nahrlésungen iibergesetzt, in denen 0, 25, 50, 75 und 100°/, des 
Zuckers durch Natriumacetat ersetzt waren. 0, 6, 9, 24 und 48 Std 
nach der Umpflanzung wurde der Essigséuregehalt der Nahrlésung nach 
Destillation titrimetrisch bestimmt. Die Werte lagen nach 6, 9, 24 und 
48 Std durchweg etwas niedriger (1—4°/,) als bei den Kontrollen, doch 
lieB sich keinerlei stetige Abnahme im Laufe der Versuchsdauer fest- 
stellen. Acetat wird also von den Zellen des Pilzes in nennenswerter 
Menge nicht verbraucht. Ob es iiberhaupt aufgenommen und verarbeitet 
wird, kénnte mit Sicherheit nur durch Versuche mit C-markiertem 
Acetat entschieden werden. 

Bei den papierchromatographischen Analysen konnten in den Nahr- 
lésungen ohne Acetat keine fliichtigen Sauren, mit Acetat nur Essig- 
sdure nachgewiesen werden. 


4. Wachstumshemmung durch Acetatzusatz 


In den bisherigen Versuchen wurde der Zucker der Nahrlésung ganz 
oder teilweise durch Acetat ersetzt. Die Ergebnisse zeigten, daB Essigsaure 
nicht nur als C- Quelle fiir Endomycopsis unbrauchbar ist, sondern auch, 
daB sie einen deutlichen wachstumshemmenden Einflu8 ausiibt. Uber 
diesen sollten Versuche naheren AufschluB geben, in denen der normalen 
kompletten Nahrlésung verschiedene Mengen von Natriumacetat zu- 
gegeben wurden. 


Versuchsanordnung. Zur normalen W6ltje-Lésung werden die in Tab.4 
angegebenen Natriumacetatmengen hinzugefiigt. Ernte nach 6 Tagen. 


Tabelle 4. Wachstum bei Zugabe verschiedener Mengen von Natriumacetat 
(Mittelwerte von je drei Kulturen) 


Natriumacetat Trockengewicht 


Anfangs-px End-px 
"lo mg (°/o) 
0,0 372,6 (100,0) 4,5 7,0 
0,09 382,3 (102,6) 5,1 6,7 
0,18 374,9 (100,6) 5,3 7,0 
0,89 337,7 ( 90,6) 5,9 7,0 
1,79 276,7 ( 74,3) 6,2 6,9 
4,47 125,8 ( 33,8) 6,4 6,8 
5,37 105,0 ( 28,2) 6,4 7,0 
8,95 14,6 (8,9) 6,7 7,0 
17,89 0 ( 0,0) 6,9 6,9 


Wie Tab.4 zeigt, bleibt das Wachstum gegeniiber der Kontrolle bei 
Zugabe von Natriumacetat in Mengen bis zu 0,18°/, unbeeinfluBt. Erst 
ab 0,89°/, tritt eine Abnahme des Trockengewichtes ein. Mit steigenden 
Acetatgaben nimmt die Hemmung stetig zu. Bei 8,95°/, geht der Pilz 
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gerade noch an. Der py-Wert der Kontrolle wird durch steigende Mengen 
von Natriumacetat von 4,5 nach 6,9 (bei 17,89°/,) verschoben. Bei Ab- 
bruch des Versuches liegen die pp-Werte zwischen 6,8 und 7,0. 


In einigen weiteren Versuchsreihen wurde untersucht, ob bei der 
Hemmwirkung des Natriumacetats das Nat beteiligt ist und ob sekundare 
Veranderungen der Niahrlésung (osmotischer Wert, pH) eine Rolle 
spielen. Da das Ergebnis in allen Fallen negativ war, wird auf eine aus- 
fiihrliche Darstellung verzichtet. 

Die Ergebnisse von Tab.4 blieben unverandert, wenn Natriumacetat 
durch aquivalente Mengen von Kaliumacetat ersetzt wurde. Dagegen, 
hatte ein Zusatz von Na,SO, bis zu 5,27°/, (entsprechend 4,47°/, Na- 
Acetat) gar keinen Hinflu8 auf das Wachstum. Erst bei 10,53 und 21,07°/, 
Na,SO, war das Wachstum geringfiigig um 6,8 und 15,4°/, vermindert, 
wahrend Natriumacetatmengen gleichen Natriumgehaltes eine Wachs- 
tumshemmung von 93 und 100°/, hervorriefen. 


Da der Ersatz des Zuckers durch Natriumacetat zu einer betracht- 
lichen Zunahme des osmotischen Wertes fiihrte, wurde der Einflu& 
isoosmotischer Lésungen von Na-Acetat (5°/,), Na-Chlorid (2,15°/,) und 
Na-Sulfat (11,1°/,) (15 Atm., kryoskopische Kontrolle!) untereinander 
verglichen. Es ergaben sich Wachstumshemmungen gegeniiber der 
Kontrolle von 30,7, 7,0 und 7,3°/o. 

Auch die durch Natriumacetatzusatz bewirkte pxr-Verschiebung 
(von etwa4,5 nach etwa 6,4, z.B.Tab.4) ist ohne wesentliche Bedeutung. 
Das Wachstum war bei einem durch Phosphatpuffer auf 6,4 eingestellten 
pu nur um ein Weniges (3—10°/,) niedriger als bei px 4,5. 

Zusammenfassend ergibt sich also, daB die bei Hndomycopsis 
vernalis bei Natriumacetat beobachtete, konzentrationsabhangige Wachs- 
tumshemmung zum ganz iiberwiegenden Teil eine Acetatwirkung ist. 
Sie ist offensichtlich auch von anderer Art als die Hemmwirkung durch 
Kaliumacetat, welche CamiEN u. Dunn (1957) bei Lactobacillus caset 
beobachteten. Diese konnte sogar durch Na+, insbesondere aber durch 
Lit, aufgehoben werden. Ob auch bei Endomycopsis die Acetathemmung 
durch Lit oder andere Metallionen aufgehoben werden kann, sollte in 
einer weiteren Versuchsreihe untersucht werden, iiber die im folgenden 
Abschnitt berichtet wird. 


II. Die Wirkung einiger Spurenelemente auf das 
Wachstum von Endomycopsis vernalis 
Da iiber die Wirkung von Lit und anderen Spurenelementen auf das 
Wachstum unseres Versuchsorganismus nichts bekannt ist, waren 
Parallelversuche ohne Acetatzusatz, also auf ,,normaler“‘ Nahrlésung, 
notwendig. 
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Tabelle 5. Wachstum auf Wéltje-Ndhrlésung ohne und mit 


a 


Zusatz I II Til IV Vv VI 
mMol/ml Mns0, SrCl, AICI, Licl NiSO, FeCl, 
ohne Natriumacetat 
0 391,4 342,0 357,8 287,1 408,6 356,0 
(100,0°/,) | (100,0°/,) | (100,0°/) | (100,0°/o) | (100,0°/o) | (100,0°/,) 
10 377,6 314,2 327,5 286,3 409,4 343,3 
(96,5°/5) | (91,9°/o) | (91,5%o) | (99,79) | (100,2°/o) | (96,4°/o) 
10s 385,6 327,6 323,9 290,1 408,7 348,1 
(98,5°/o) | (95,8%/o) | (90,5°/o) | (L01,0%/,) | (100,0°/o) | (97,8°/o) 
L0=4 389,5 309,1 Jollet 260,1 408,4 358,9 
(99,5%q) | (90.4%) | (92,5%9) | (90.6%) | (100,0%/,) | (100,8°)s) 
1071 381,3 316,7 256,9 Hides 0 0 
(97,49/9) | (92,6%>) | (71,8%o) | (25,0°/o) 
mit 5°/, Natriumacetat 
One 132,5 123,6 115,5 TBS 130,5 | 110,8 
(100,0°/,) | (100,0°/,) | (100,0°/) | (100,0°/,) | (100,0°/,) | (100,0°/o) 
10>4 13255 99,5 70,7 73,0 129,4 37,0 
(100,0°/o) | (80,5°/>) | (61,2%/o) | (99,3%o)| (99.2%) | (33,4)°/o) 
10-8 87,8 89,4 30,5 74,0 tated 0 
(66,3) | (72,3%) | (26,4) | (100,7%J9) | (100,6%),) 
108 10,7 0 0 67,9 65,3 0 
(8,1°/) (92,4°/o) | (50,0°/o) 
10-4 0 0 0 0 0 0 


Versuchsanordnung. Zur Woltje-Lésung mit und ohne Natriumacetat (5°/5) 
wurden die in Tab.5 (I—XIII) aufgefiihrten Metallsalze in den Konzentrationen 
von 10-4, 10-8, 10-? und 10-1 mol hinzugefiigt. Die Kulturschalen wurden wie 
tiblich beimpft und nach 6 Tagen geerntet. In Tab.5 (I—XIIJ) sind die Trocken- 
gewichte als Mittelwerte von je drei Schalen wiedergegeben. Die in Klammern an- 
gefiihrten Prozentzahlen bedeuten Trockengewicht in Prozent zur Kontrolle. 

Die Ergebnisse (Tab.5) lassen sich folgendermaBen zusammenfassen : 

Durch Zugabe steigender Mengen der Metallsalze zu beiden Nahr- 
lésungen wurden die py- Werte kaum verandert. Ebenso zeigten diese nach 
Abbruch der Versuche nur geringe Unterschiede gegeniiber den Kontrollen. 

Werden die Spurenelemente zur acetatfreien Lésung hinzugefiigt, 
so lassen sich in ihrer Wirkung auf das Wachstum des Pilzes sechs groBe 
Gruppen unterscheiden : 

Gruppe I (Mn, Sr): keine Hemmung bis 10-1 mMol/ml; Gruppe II (Al, Li): 
keine Hemmung bis 10-* mMol/ml, deutliche bis starke Hemmung bei 10-1 mMol/ml; 

iruppe IIT (Ni, Fe): keine Hemmung bis 10-? mMol/ml, totale Hemmung bei 
10~* mMol/ml; Gruppe IV (Zn, Cu): keine oder schwache Hemmung bis 10-3 mMol/ml, 
deutliche bis starke Hemmung bei 10-*mMol/ml, dariiber totale Hemmung; 
Gruppe V (Sn, Co, Cd): starke Hemmung bis 10-® mMol/ml, dariiber totale Hem- 
mung; Gruppe VI (Ammoniummolybdat): deutliche Férderung bis 10-? mMol/ml 
(Wirkung des NH,*?), starke Hemmung bei 10-1 mMol/ml. 
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Natriumacetatzusatz bet Zugabe verschiedener Spurenclemente 
Vil = 
FeSO, 7080, cuso, sacl, | C080, Gach, (NH aaor0y 
ohne Natriumacetat 
397,4 380,2 358,1 393,3 304,9 400,3 343,4 
(100,0°/) | (100,0°/,) | (100,0) (100,0°/,) | (100,0°/,) | (100,0°/,) | (100,0°/,) 
383,7 359,2 366,9 246,0 299,4 332,0 419,1 
(96,4°/.) | (94,5%,) | (102,5%,) | (62,5%) | (98,2%) | (83,2%q) | (122.0%) 
376,1 359.4 332,4 226,7 82,6 86,5 431,8 
(94,5%) | (94,5%) | (92,8) | (57.6%) | (27.1%) | (21,6) | (125,79) 
380,5 236,8 34,4 0 0 0 405,3 
(95,7%/o) | (62,3°/o) (9,6°/0) (118,0°/9) 
0 0 0 0 0 0 120,5 
(35,1°/o) 
mit 5°/, Natriumacetat 
110,6 130,8 102,1 118,3 102,0 131,8 121,5 
(100,°/,) | (100,0%J,) | (100,0%/.) | (100.0%) | (100,0%,) | (100,0%/,) | (100,0%/,) 
105,6 83,1 96,6 35,9 75,6 46,7 137,0 
(95,4°/o) | (63,9%o) | (94,6%/o) | (80.3%) | (74,1°%o) | (85,4°/o) | (112,8°/o) 
46,1 13,0 101,3 0 40,9 Spur 0 
(41,7°/o) | (10,0°/o) | (99,2°o) (40,1°/9) 
0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 


Jn den Versuchsreihen mit Natriumacetat bleibt die Reihenfolge der 


Hemmwirkung der gepriiften Metallionen im allgemeinen die gleiche. 
Durchweg ist aber eine starkere Hemmwirkung zu beobachten; die 
Grenzkonzentrationen fiir deutliche und fiir totale Wachstumshemmung 
liegen stets niedriger als bei den Kulturen ohne Acetat. In keinem einzi- 
gen Falle kommt es zu irgendeiner Aufhebung oder Verminderung der 
durch den Acetatzusatz bewirkten Wachstumshemmung. 

Samtliche Ergebnisse wurden durch Wiederholung gesichert. [Die 
geringe Trockensubstanzbildung in Reihe IV (LiCl) hat ihren Grund 
darin, da8 die Beimpfung der Kulturschalen mit weniger Zellen des Aus- 
saatpilzes als tiblich durchgefiihrt wurde. ] 


III. Untersuchung der HiweiB- und Fettbildung 
durch Endomycopsis vernalis auf Natriumacetat-haltiger 
Ndhrlosung 
Camren u. Dunn (1957) sprechen fiir ihren Versuchsorganismus 
Lactobacillus casei die Vermutung aus, daB Kaliumacetat den Fett- 
sdurestoffwechsel stort, indem vielleicht die Bildung eines Hemmstoffes 
gefordert wird, dessen Synthese bei Gegenwart von Nat- oder Lit-Ionen 
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unterbleibt. Das gab AnlaB, die Fett- (und Eiweif-)bildung von Endo- 
mycopsis bei Zugabe von Natriumacetat zu untersuchen. Um ein ver- 
haltnismaBig fettreiches Mycel zu erhalten, wurden 0,5°/, Asparagin, 
also die Halfte der Normalmenge, als N- Quelle geboten. 

Versuchsanordnung. Kultur in Woltje-Nahrlésung mit 1/2 Asparagin (A) 
ohne, (B) mit 5°/, Natriumacetat. Von jeder Reihe wurden drei Kulturschalen mit 
dem Pilz beimpft und nach 4 Tagen geerntet. 


Die Ergebnisse (Tab.6) zeigen, daB bei Gegenwart von Natrium- 
acetat der Fettgehalt auf ein Drittel vermindert, der Gesamt-N-Gehalt 


Tabelle 6. Endomycopsis vernalis 
Trockengewicht, Fett- und Gesamt-N-Gehalt auf Wéltje-Nahrlésung mit 1/2 As- 
paragin (A) ohne, (B) mit 5°/, Natriumacetat. (Mittelwerte von drei Kulturschalen) 


Trocken- Fett 


Gesamt-N 
gewicht 
mg mg */, i. Tre. mg | °/, i. Trg. 
A (ohne Na-Acetat) 331,2 100,53 30,35 9,45 2,88 
B (mit Na-Acetat) 128,2 12,95 10,02 5,50 4,27 


um fast 50°/, vermehrt ist. Dieses Ergebnis 1iBt es méglich erscheinen, 
daB8 durch Acetatgegenwart in erster Linie der Fettstoffwechsel beein- 
fluBt wird. Mit Sicherheit kann dieser SchluB aber nicht gezogen werden, 
da dem in Reihe B langsamer wachsenden Pilz auch am Versuchsende 
_ noch betrachtliche N-Mengen zur Verfiigung stehen. Schon deshalb sind 
also hier die Bedingungen fiir EiweiBbildung giinstiger, fiir Fettbildung 
ungiinstiger als in Reihe A (HrmpE 1939; Raar 1941). Zur endgiiltigen 
Beantwortung dieser Frage sind weitere Untersuchungen notwendig. 


IV. Die Wirkung wetterer aliphatischer Monocarbonséuren 

Versuche von Raar (1941) mit Ameisen-, Propion- und Buttersaure 
als alleinigen C-Quellen hatten kein Wachstum des Pilzes ergeben. 

Es sollte nun die Wirkung dieser und weiterer Carbonsauren auf das 
Wachstum von Hndomycopsis untersucht werden, wenn sie zur normalen 
Woltje-Lésung mit vollem Zuckergehalt hinzugefiigt wurden. 

In einem Vorversuch wurden der normalen Nahrlésung je 0,1 und 
0,5 mMol/ml der Natriumsalze folgender Siéuren zugesetzt: Ameisen-, 
Essig-, Propion-, Butter-, Valerian-, Capron-, Capryl-, Caprin-, Laurin- 
und Myristinsiure. Die Trockengewichte der Kontrollen waren 381,0 mg, 
bei Ameisensaéure 0,1 mMol/ml: 261,3 mg, 0,5 mMol/ml: 30,2 mg, bei 
Essigsiure 376,0 und 72 mg. Bei Zusatz der iibrigen Sauren in den an- 
gegebenen Konzentrationen trat iiberhaupt kein Wachstum auf. Offen- 
sichtlich entfalten also die hdheren Homologen ab C, eine noch stirkere 
Hemmwirkung als die Essigsiure. 

Es wurden nun fiir die einzelnen Saéuren die Beziehungen zwischen 
Konzentration und Hemmwirkung genauer untersucht. 
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Versuchsanordnung. Zur normalen Woltje-Lésung wurden die oben an- 
gegebenen Carbonsauren in Form ihrer Na-Salze in abgestuften Konzentrationen 


Sra ea haan Von jeder Reihe wurden drei Parallelen angesetzt. Ernte nach 
6 Tagen. 
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Abb.1. Endomycopsis vernalis. Wachstum bei Zugabe aliphatischer Carbonsiiuren (Na-Salze) zur 
Nahrlésung 


ol SS, 
10- wMol/ml =v? 


Die in Abb.1 zusammengefaBten Ergebnisse lassen erkennen, daB 
alle gepriiften Sauren eine noch starkere Hemmwirkung auf das Wachs- 
tum von Hndomycopsis entfal- 
ten als die Essigsdéure. Selbst Tabelle 7. Konzentrationen der Fettséuren 
Ameisensaure ist etwas giftiger (Na-Salze) fiir 50°/,ige Wachstumshemmung 
als diese. Die Hemmwirkung 
gleicher Molarkonzentrationen 
steigt in der homologen Reihe 


50°/,ige Hemmung 


fs bei Zugabe des 
Carbonséure IN anSRi ran 


bis zur Caprylsdéure an und eMolral «jhe tls 
nimmt dann mit steigender Ameisensiure  (Q,) 185 1,259 
Zahl der C-Atome wieder ab. Essigsiure (C2) 215 2,926 
Um genaue Vergleichswerte Propionsiure — (Cs) 23 0,221 
fii di en ookee odor Buttersiure (C,) 7,2 0,079 
pie ae te gin Valeriansiure (Cs) 2,26 | 0,028 
Hemmwirkung dieser Fett- Capronsiure (Cg) 0,64 | 0,009 
sduren von ihrer Kettenlinge Caprylsiure (Cs) 0,355 | 0,006 
zu erhalten, wurden durch Caprinsaure (Cy) 0,53 | 0,010 
Hisohes int lation /aus Laurinsaure (Cys) 34 0,756 
ae ag cag tae US Myristinsiure. (C,,) 65 1,627 
den Kurven der Abb.1 die- 
jenigen Saurekonzentrationen Isobuttersiiure (C,) 14 0,154 
ermittelt, welche eine 50°/,ige _Isovaleriansiiure (C;) 4,5 0,056 
Hemmung gegeniiber den Isocapronsdure (C,) 1,25 0,017 


Kontrollen bewirkten:Tab.7?. 
Es zeigen sich also anschaulich die bereits oben erwahnten Gesetz- 


maBigkeiten. Das Maximum der Hemmwirkung innerhalb der homologen 


1 Siehe auch STEINER u. KLEMM (1961). 
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Reihe wird beim Caprylat erreicht. Hier geniigen bereits 0,35 ~Mol/ml 
(= 0,0069/,), um das Wachstum auf die Halfte zu vermindern. Die 
iso-Siiuren sind weniger giftig als die n-Saéuren. Die wirkungsgleichen 
Dosen liegen bei ihnen recht genau doppelt so hoch wie bei den Isomeren 
mit gerader C-Kette. 

V. Die Wirkung von Hydroxy-, Di- und Tricarbonsduren 

Zur Erginzung sollte noch der EinfluB verschiedener Hydroxy-, Di- 
und Tricarbonsaéuren untersucht werden. 


Tabelle 8. Wachstum bei Zugabe verschiedener Hydroxy-, Di- und Tricarbonsduren 


Konzentration »Mol/ml 


0 50 100 500 
Natrium-Glykolat 354,2 356,2 354,2 0 
(100,0°/,) (100,6°/,) (100,0°/o) (0,0°/o) 
Natrium-Glyoxylat 354,2 389,5 371.1 269,1 
(100,0°/,) (110,0°/,) (104,8°/o) (74,7°/o) 
Natrium-Lactat 354,2 359,2 361,8 385,1 
(100,0°/,) (100,4°/,) (102,1°/,) (108,7°/9) 
Natrium-f-Hydroxy- 354,2 333,0 341,2 391,3 
butyrat (100,0°/,) (94,0°/,) (96,39/5) (110,5°/5) 
Natrium-Malat 354,2 334,0 340.0 382,8 
(100,0°/,) (94,3°/9) (96,0°/) (108,1°/9) 
Natrium-Tartrat 354,2 373,2 383.1 405,2 
(100,0°/,) | (105,3%) | (108,1%) | (114,4%Jo) 
Natrium-Citrat 354,2 356,3 397,3 0 
(100,0°/,) | (100,6%J,) | (112,2%/s) (0,0°/.) 
Dinatrium-Oxalat 354,2 387,2 379,3 49.8 
(100,0°/) (109,3°/) (107,1°/o) (14,1°/p) 
Dinatrium-Malonat 354,2 371,5 388,1 491.4 
(100,0°/,) | (104,9%/,) | (109,6%/,) | (138,794) 
Dinatrium-Succinat 354,2 359,0 0 0 
(100,0%,) | (101,4%,) (0,0°/,) (0,0°/.) 
Dinatrium-Fumarat 354,2 363.7 367,6 251,6 
(100,0°/,) | (102.7%) | (103,8°.) | — (71,0%e) 
Dinatrium-Maleinat 354,2 376.6 370.5 386,9 
(100,0°/,) (106,3°/) (104£,6°/,) (109,2°/o) 


Versuchsanordnung. Kultur in Wdéltje-Lésung mit Zugabe der in Tab.8 
angegebenen Carbonsiuren (in Form ihrer Na-Salze) in Konzentrationen von 
50 «Mol/ml, 100 wMol/ml und 500 «Mol/ml. Von jeder Stufe wurden drei Kultur- 
schalen angelegt und nach 6 Tagen geerntet. 


Die Ergebnisse von Tab.8 zeigen, dali die meisten dieser Siuren bis 
zu einer Konzentration von 100 wMol/ml das Wachstum des Versuchs- 
organismus nicht beeinflussen oder sogar etwas foérdern; nur auf 
100 uMol/ml Sucecinat wuchs der Pilz nicht an. Erst bei einer Konzentra- 
tion von 500 wMol/ml versagten auch die Kulturen mit Glykolat- und 
Citratzusatz. Eine Wiederholung des Versuches mit den drei zuletzt 
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genannten Sauren fiihrte zum gleichen Ergebnis. Nur wurde im Wieder- 
holungsversuch auf 100 wMol/ml Natriumsuccinat ein normales, kaum 
gehemmtes Wachstum beobachtet. 


Diskussion der Ergebnisse 


Durch die vorliegenden Untersuchungen wurde gezeigt, daB Acetat 
als C- Quelle fiir Lndomycopsis nicht nur unbrauchbar ist, sondern daB 
es fiir das Wachstum dieses Pilzes einen ausgesprochenen Hemmstoff 
darstellt. Hierbei handelt es sich um eine reine Acetatwirkung, die vom 
Kation unabhingig ist. Dieses Ergebnis ist um so merkwiirdiger, als ohne 
Zweifel auch bei Endomycopsis die Essigsiure ein Zwischenprodukt des 
normalen Zellstoffwechsels darstellt. 

Uber Hemmwirkungen durch Essigsiure bei Mikroorganismen ist aus der 
Literatur relativ wenig bekannt. Somm (1953) beobachtete eine starke Atmungs- 
hemmung des Wurzelpilzes Mycelium radicis atrovirens Melin, wenn Essigsiure 
(0,02 Mol) zum Nahrsubstrat zugegeben wurde. CoLemAN u. Norp (1954) fanden 
bei Fusarium lint auf Glucose héhere Trockengewichte als auf Glucose und Acetat. 
KANDLER u. ERNsT (1955) stellten bei ihren Untersuchungen iiber die Atmung bei 
Chlorella fest, daB Zugabe von Natriumacetat (0,25 Mol) zur Nahrlésung zu einer 
starken Hemmung der Leeratmung fiihrte. Na-Formiat und Na-Propionat wirkten 
schon bei 0,06 Mol stark hemmend. Funct u. Leopoip (1956) beobachteten eine 
Hemmung der Sporenkeimung und des Wachstums von jungem Aspergillus niger- 
Mycel durch Essigséure (und andere organische Sauren). Nacurs (1959) stellte bei 
Penicillium lilacinum fest, da das Wachstum des Pilzes bei Zugabe von 0,5°/, 
Natriumacetat zu einer Rohrzucker-Nahrsalzlésung zuriickgedringt wurde, die 
Hemmung war stiirker bei héherer Acetatkonzentration (19/5). CHATTAWAY, 
THompson u. Bartow (1956) konnten zeigen, daB die geradkettigen gesattigten 
Fettséuren von C, bis C,, die endogene Atmung zahlreicher Dermatophyten-Arten 
(Microsporum canis, M. audonii, Trichophyton rubrum) hemmen; dabei nahm die 
Wirkung bis zu einer Kettenlinge von C,, zu und war am gréBten bei sauren 
pu-Werten. SchlieBlich stellten, wie bereits mehrfach erwaihnt, Camren u. DuNN 
(1957) bei Lactobacillus casei schon bei Zugabe von 80 Mol/ml Kaliumacetat eine 
100°/,ige Wachstumshemmung fest. 

Uber den Angriffspunkt der Acetathemmung 14B8t sich zunachst 
nichts Sicheres aussagen. Daf vorzugsweise der Fettstoffwechsel ge- 
hemmt wird, wie es CaAMIEN u. Dunn fiir Lactobacillus casei annahmen, 
ist nach den vorliegenden Ergebnissen nicht ausgeschlossen, aber keines- 
wegs gewiB. Wahrend die von den genannten Forschern beobachtete 
Acetathemmung durch Lit aufgehoben werden kann, ist das bei unserem 
Versuchsorganismus nicht der Fall. 

Hine Aufnahme der Essigsiure konnte mit den verwendeten analyti- 
schen Methoden nicht sicher nachgewiesen werden. Das schlieBt die 
Méglichkeit nicht aus, da8 kleine Mengen von Acetat in die Zelle eingehen. 

Die Essigsiure wird in ihrer Hemmwirkung auf Hndomycopsis von 
den homologen Fettsauren bis C,, iibertroffen. Es ergibt sich eine klare 
Abhangigkeit der physiologischen Hemmwirkung von der Linge der 


C-Kette mit einem Maximum bei Cs. 
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Im Zusammenhang damit sei an die Untersuchungen von FRANKE u. PERIS 
(1938), FrRanKE u. SCHILLINGER (1944) und Franxsz, Lex u. Kreat (1948) erinnert. 
Die Verff. untersuchten mit der Warburgmethode die Atmung einer Anzahl saure- 
fester Bakterien (Mycobacterien) und nicht-siurefester Bakterien (Bacterium coli, 
B. pyocyaneum, Sarcina lutea usw.) unter anderem gegeniiber der gesamten Reihe 
der gesittigten Monocarbonsiiuren von der Ameisen- bis zur Stearinséure und 
gegeniiber zahlreichen ungesattigten Fettsiiuren. Dabei zeigte sich, da hinsichtlich 
des Oxydationsvermégens der einzelnen Arten qualitativ und quantitativ erhebliche 
Unterschiede bestehen. Ubereinstimmend konnte sowohl bei den siurefesten als 
auch bei den nicht-siéurefesten Bakterien bei Zugabe von gesittigten Fettsiiuren 
mittlerer Kettenlinge (C,,—C,,) ein starkes Absinken der AtmungsgréBe, mit emem 
Hemmungsmaximum bei C,», festgestellt werden. Bei hoheren ungesattigten Fett- 
siuren war die Atmungshemmung von der Zahl der Doppelbindungen abhingig. 
Die niederen gesittigten und ungesittigten und die héheren gesittigten Fettsiiuren 
wurden gut veratmet. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Natriumacetat ist als alleinige C-Quelle fiir Hndomycopsis un- 
geeignet, auch dann, wenn der Pilz auf Zucker vorgezogen wird. 

2. Hine Zugabe von steigenden Mengen von Natriumacetat zu normaler, 
zuckerhaltiger Nahrlésung fiihrt zu einer zunehmenden Wachstums- 
hemmung. 

3. Die Hemmwirkung des Natriumacetats ist auf das Acetat-Ion 
zuriickzufiihren. Kine Wirkung des Nat-Ions, des verinderten osmoti- 
schen Wertes oder des py der Nahrlésung kann ausgeschlossen werden. 

4. Die Acetathemmung wird durch Zugabe von Mn*+, Sr++, Al+++, 
Lit, Nit+, Fet+, Fet++, Zn++, Cut++, Sn++, Cot+, Cd++ und Mo,0,,° nicht 
aufgehoben, sondern zum Teil sogar verstarkt. 

5, Essigsdure wird von den Endomycopsis-Zellen nicht in Mengen auf- 
genommen, die mit den iiblichen analytischen Methoden nachweisbar sind. 

6. Hine Beeinflussung des Fettstoffwechsels durch Acetat ist méglich, 
aber nicht sicher. 

7. Die gesattigten Fettsiiuren bis C,, zeigen eine noch stiirkere Hemm- 
wirkung, mit einem Maximum bei C,. Die wirkungsgleichen Konzentra- 
tionen sind bei iso-Saéuren doppelt so hoch wie bei den isomeren n-Sauren. 

8. Bei einigen untersuchten Hydroxy-, Di- und Tricarbonsauren ist 
eine Wachstumshemmung, wenn iiberhaupt, erst bei hohen Konzentra- 
tionen (500 wMol/ml) feststellbar. 

Herrn Prof. Dr. Maxmmmi1an Sterner danke ich fiir Uberlassung des Themas und 


fiir Unterstiitzung und Beratung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit, der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir die Bereitstellung von Sachmitteln. 
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The rate of gas exchange in the course of a photosynthetic experiment 
seldom remains constant but undergoes variations whose direction and 
amplitude depend on the external conditions and on the developmental 
status of cells. The effects of the environmental factors operating during 
observations and of the external conditions to which cells were exposed 
prior to photosynthetic measurements are superimposed on basic cellular 
characteristics affected by the developmental status of cells. Young 
cells generally have a pronounced capacity to increase the rate, and old 
cells a strong potential to lower the rate of the gas exchange in the course 
of observations (SOROKIN 1960a and b). Of the external factors, light 
intensity (SOROKIN 1960c¢ and 1961a) and suspending the cells either in 
potassium phosphate medium at acid pq or in Warburg’s carbonate- 
bicarbonate buffer No. 9 at alkaline py (SoRoKIN 1961 b) were shown to 
affect the time course of photosynthesis. It seemed desirable to extend 
inquiry into the effects of a suspending fluid by studying the phenomenon 
in bicarbonate buffer, which is favorable to photosynthesis as to py but 
which lacks phosphorus. 


Material and Methods 


The high-temperature strain of green unicellular alga, Chlorella 7-11-05 (Soro- 
KIN 1959), was used. The technique of growing synchronized algal suspensions was 
described in a previous publication (SoRoKIN 1960a). 

To prepare algal suspensions for photosynthetic measurements, cells in a 
predetermined developmental stage were harvested from the growth chamber, 
centrifuged, and, without washing, transferred into the bicarbonate buffer made by 
mixing equal volumes of 0.004 M solutions of NaHCO, and KHCOs. The px of the 
medium was 6.9. It increased in the course of observations in different flasks up to 
7.3 to 7.5. Rectangular vessels filled with algal suspensions were gassed with a 
6 per cent carbon dioxide-in air mixture and were transferred into the bath at 
39° C. The amount of cells per 4 cc of the medium in individual flasks ranged in 
different experiments from 0.54 to 1.03 mm* of packed volume of cells. To allow 
temperature adjustment, readings were started after the flasks were shaken at a 


given light intensity for 10 minutes. In the following graphs the zero point corres- 
ponds, therefore, to the 10-minute reading. 
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A light source was provided by a bank of tungsten lamps placed under the glass 
bottom of the bath. The light intensity was measured at the level of the reaction 
vessels and is expressed in foot-candles. Different levels of illuminance during 
photosynthetic measurements were 
achieved by attaching neutral filters 
of known transmittancy to the 
bottoms of the reaction vessels. 

The one-vessel method was used. 
Manometric readings were corrected 
for differences in the gas volume in 
different flasks and for differences in 
the amount of cells per flask in differ- 
ent experiments. No correction for 
respiration was made. Thus, if for a 


Table 1. Sample calculations of the data for 
6-hour cells of Chlorella 7-11-05 at a light 
intensity of 1490 foot-candles 
The correction factor for the volume of 
the gas phase, 0.445; the amount of cells 
per flask, 0.5624 mm*. Figuresin column (3) 
of the table were obtained by multiplying 
the corresponding figures in column (2) 
by 0.445 und dividing them by 0.5624 


particular flask the volume of the Time from placing PA REARS as mm? volume 
gas phase was 5,080mm?, the tem- asksintothebath,) (nange | Change = the 
perature of the experiment, 39° C, ae : oe ase 
and standard pressure expressed in q@) (2) @) 
terms of the manometric fluid (Bro- 10 0 0 
die’s solution), 10,000 (UmBrRErr et 20 12.5 9.9 
al. 1957), then the correction for the 30 24 19 
volume of the gas phase would be 40 36 28.5 
as follows: 50 47.5 37.6 
273 60 58 45.9 
5,080 x 319 70 68.5 54.2 
= 0.445. 80 79 62.5 
eee 90 89.5 70.8 
In the experiment, protocol of which 100 99.5 78.7 
is presented in Table 1, the amount 110 108 85.5 
of cells was 0.5624 mm?. The correc- 120 116 91.8 
tion factor, by which manometric 130 124.5 98.5 
readings (column 2, Table 1) were 140 131.5 104.1 
multiplied to obtain figures in co- 150 138.5 109.6 
lumn 3, was 0.445: 0.5624 = 0.7913. 160 145 114.7 
This method of presentation of 170 150.5 119s 
experimental results was adopted 180 154 121.9 
because of the uncertainty of using a 190 159 125.8 
predetermined assimilatory quotient 200 164.5 130.2 
for computations of data in terms of 210 167 132.1 


a particular gas. In cells of inter- 
mediate age an assimilatory quotient may undergo considerable change in the 
course of a photosynthetic experiment. This point was discussed in more detail 
in a previous publication (SoRoKIN 1960a). 


Results 


The time course of the photosynthetic gas exchange at comparable 
light intensities is described for 0-, 4-, and 6-hour cells in Figs. 1—3. The 
saturating light intensity, determined in phosphate buffer as a suspend- 
ing fluid, is for 0-hour cells at 1,500 foot-candles; and that for 4- and 
6-hour cells is at 1,700 foot-candles (Soroxrn 1960d). As seen in Fig. 1, 
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photosynthetic activity for 0-hour cells at 400 foot-candles gradually 
increased in the course of the experiment. It measured 12 (in relative 


2 3 Hours 


Fig.1. Time course of photosynthetic gas 

exchange in synchronized cells of Chlorella 

7-11-05 suspended in bicarbonate buffer (px 6.9) 

at light intensities close to 400 foot-candles. The 

developmental stages of cells are indicated in 
hours on the curves 


units) for the first hour of obser- 
vation and rose during the 2nd 
and 3rd hours, respectively, to 
117 and 133 per cent of the initial 
rate (Table 2). Under the same 
conditions the initial photosyn- 
thetic rate for 6-hour cells was 
twice as high (24.5) as the corre- 
sponding rate for the 0-hour cells. 
Photosynthetic activity rapidly 
declined in these cells in the course 
of the experiment and for the 
2nd and 3rd hours constituted, 
respectively, only 69 and 65 per 
cent of the initial rate (Table 3). 
For the 3rd hour of observation 
the rate of photosynthesis in 
6-hour cells was exactly the same 
(16) as the corresponding rate for 
the 0-hour cells. 

The initial photosynthetic rate 
at 1,500 foot-candles was much 
higher in 0-hour cells (33.5) than the 
corresponding rate at 400 foot-can- 


dles, but it changed slowly in the course of observation (Fig.2). During the 
2nd hour it constituted 106 per cent and during the 3rd hour 103 per cent 


Table 2. Gas exchange in the 0-hour cells 
of Chlorella 7-11-05 

Rates for the 2nd and 3rd hours are 

percentages of the corresponding initial 

rates calculated for the ist hour of 


observation 
Light intensity, Second Third 
foot-candles hour hour 
410 117 133 
1470 106 103 
2050 111 100 


Table 3. Gas exchange in the 6-hour cells 
of Chlorella 7-11-05 

Rates for the 2nd and 3rd hours are 

percentages of the corresponding initial 

rates calculated for the 1st hour of 


observation 
Light intensity, Second Third 
foot-candles hour hour 
410 69 65 
1490 82 50 
2110 80 46 


of the corresponding initial rate (Table 2). For 6-hour cells the initial 
rate was much higher (54) than that for the 0-hour cells (Fig.2). With the 
progress in the experiment it declined even faster than the corresponding 
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rate at 400 foot-candles, and for the 3rd hour it constituted only 50 per 
cent of the initial rate (Table 3). 

At 2,000 foot-candles the time course of photosynthesis in 0-hour 
cells differed only slightly from that at 1,500 foot-candles (Fig.3 and 
Table 2). In 6-hour cells the initial rate was even higher (59); and it 
declined with time faster than at 1,500 foot-candles, constituting for 
the 3rd hour of observation only 46 per cent of that calculated for the 
1st hour of the experiment (Fig.3 and Table 3). Most interesting at this 
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Fig.2. Time course of photosynthetic gas exchange in synchronized cells of Chlorella 7-11-05 suspended 
in bicarbonate buffer (px 6.9) at light intensities close to 1,500 foot-candles. The developmental stages 
of cells are indicated in hours on the curves 


Fig. 3. Time course of photosynthetic gas exchange in synchronized cells of Chlorella 7-11-05 suspended 
in bicarbonate buffer (px 6.9) at light intensities close to 2,000 foot-candles. The developmental 
stages of cells are indicated in hours on the curves 


light intensity was the behaviour of 4-hour cells (Fig.3). The photo- 
synthetic rate for the 1st hour of measurements amounted to 63, the 
highest initial rate observed in this experiment. During the 2nd hour of 
the experiment it increased to 86, constituting 136.5 per cent of the initial 
rate; and it remained at that level during the 3rd hour of observation, 

A general conclusion is that cells of intermediate age, in these studies 
4-hour cells, have in bicarbonate buffer a higher initial rate than either 
younger or older cells. This observation substantiates earlier studies 
made in phosphate buffer at acid pp (SoRoKIN 1957) and. in Warburg’s 
carbonate-bicarbonate buffer No, 9 at alkaline py (SoroKIN 1961b). In 
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addition, cells of intermediate age generally have a higher capacity to 
increase the rate of gas exchange during a photosynthetic experiment 
(SoroKrIn 1960a and b). In bicarbonate buffer, as a suspending fluid, this 
capacity is weaker in young cells. In older cells, in these studies 6-hour 
cells, this capacity is not expressed and is replaced by a fast decline of the 
rate with time. 

A nonsynchronized algal suspension consists of cells in various 
development stages. A preponderance in such a suspension of cells in 
the initial and intermediate develop- 
mental stages over cells in advanced 
developmental stages results in the 
time course of the photosynthetic 
gas exchange shown in Fig.4. To 
make it comparable with the similar 
curve obtained in the Warburg’s 
carbonate-bicarbonate buffer No. 9, 
measurements in bicarbonate buffer 
were expressed in terms of the 
evolved oxygen by assuming an 
assimilatory quotient equal to 0.9. 
The photosynthetic rate in bicarbon- 
ate buffer was steadily increasing 
with time during 90min of the 
experiment (Fig.4). Compared with 
this was the declining photosynthetic 

0 2 0 0 50 8 0 &min activity in carbonate-bicarbonate 
Fig.4. Time course of gas exchange for non- buffer No.9. 

Hates miteee ce, st ben: eae i Differences in the time course 
? Pu 06.9; 
triangles, in buffer No. 9 at px 9.3 curves for nonsynchronized algal 
suspensions in two buffers can be 
understood by an analysis of the situation in synchronized popu- 
lations of cells. To compare the initial rates of gas exchange of 
synchronized cells in bicarbonate buffer with those of cells in buffer 
No.9 (Sorokin 1961b), measurements in bicarbonate buffer were 
expressed again in terms of the evolved oxygen by assuming an 
assimilatory quotient of 0.9. Assimilatory quotients for the initial 
periods of each photosynthetic experiment have been shown, to differ 
only slightly with the progress in cell development, and the quotient 0.9 
can be taken as an approximation (SoROKIN 1960a). For cells of each 
developmental stage measurements were made at three light intensities. 
The small number of points precludes obtaining a smooth light intensity 
curve though changes in photosynthetic rate with the change in light in- 
tensity were, of course, gradual. 
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; For a given kind of cells the initial rate increased with the increase 
in light intensity (Fig.5). Rates in bicarbonate buffer generally were 
considerably higher than the corresponding rates in buffer No. 9. The 
advantage of the bicarbonate buffer over buffer No. 9 increased with the 
increase in light intensity, as is clearly shown by the 0-hour and the 
6-hour cells. With the progress in cell development the initial rates in 
both buffers rose until a certain developmental stage was reached. After 
that moment the rate declined toward the end of the life cycle. In buffer 
No. 9 rates at any light intensity were higher for the 4-hour cells than for 
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Fig. 5. Initial rates of gas exchange for cells of successive developmental stages of Chlorella 7-11-05. 

Circles, 0-hour cells; crosses, 4-hour cells; triangles, 6-hour cells. Solid lines, in bicarbonate buffer; 

broken lines, in buffer No. 9. The rates are given for the first hour of each experiment in volumes of 

oxygen evolved per volume of packed cells per hour. Calculations of oxygen evolution in bicarbonate 
buffer are based on the assimilatory quotient of 0.9 


Fig.6. Rates of gas exchange during the third hour of observation on the photosynthetic activity of 

the synchronized cells of Chlorella 7-11-05 in per cent of the corresponding rates during the first 

hour. Circles, 0-hour cells; triangles, 6-hour cells; solid lines, in bicarbonate buffer; broken lines, in 
buffer No. 9 


the 0-hour cells. In 6-hour cells the photosynthetic activity declined. 
The highest photosynthetic activity in buffer No. 9 was probably in cells 
somewhat younger than the 4-hour cells. Only the 0-hour and the 6-hour 
cells were studied in the bicarbonate buffer. The gas exchange in 6-hour 
cells was at any light intensity much higher than in 0-hour cells. How- 
ever, the highest photosynthetic activity also in bicarbonate buffer is 
expected to coincide with the developmental stage earlier than the 6-hour 


cells. 
28* 
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Fig.6 compares changes in the rates of gas exchange with time in 
synchronized cells in two buffers. The rates for the 3rd hour of observa- 
tions are expressed in each case in per cent of the corresponding rates for 
the 1st hour. Rates for the 1st and the 3rd hours in bicarbonate buffer 
before expressing them in per cent of each other were computed in relative 
units, with the correction for only the gas volume in manometric flasks 
and the amount of cells per flask. 

In 0-hour cells rates at lower light intensities increased with time in 
both bicarbonate and No. 9 buffers. For the 3rd hour of observation the 
rates in bicarbonate at 400 foot-candles and in buffer No. 9 at 200 foot- 
candles constituted 133 per cent of the corresponding rates for the 1st hour 
of observation. 

With the increase in light intensity the increase in the rate with time 
for 0-hour cells in buffer No. 9 was larger than at lower light intensities. 
At 1,500 foot-candles the rate for the first hour increased to 170 per cent 
of the corresponding rate for the first hour. In bicarbonate the increase 
in the rate with time became smaller with the increase in light intensity. 
This difference in the response of the 0-hour cells in different buffers to 
the increase in light intensity is, however, a time phenomenon. On one 
hand, the rate for 0-hour cells in buffer No. 9, even at optimal light inten- 
sity, will not increase indefinitely with time. After several hours of photo- 
synthetic activity in buffer No. 9 the rate for the 0-hour cells will even- 
tually decline. On the other hand, there was some increase in photosyn- 
thetic activity with time in 0-hour cells also in bicarbonate buffer. The 
rates during the 2nd hour of observations for the 0-hour cells were at 
1,470 and 2,050 foot-candles, somewhat higher than during the 3rd hour 
of measurements (‘Table 2). Therefore, the photosynthetic activity for 
the 0-hour cells may first rise and then decline in bicarbonate buffer as 
well as in buffer No. 9. 

The rate of gas exchange of the 6-hour cells increased with time only 
in buffer No.9 and only at lower light intensities. With the increase in light 
intensity the increase in the rate with time became smaller, and at 800 
to 900 foot-candles the rate for the 6-hour cells could be expected to be 
more or less constant in buffer No. 9 for at least three hours of observa- 
tion. With further increase in light intensity the rate of gas exchange of 
cells of this developmental stage in buffer No. 9, decreased with time. At 
2,100 foot-candles the rate for the 3rd hour constituted only 73 per cent 
of the rate for the 1st hour. 

In bicarbonate buffer the rate for 6-hour cells decreased with time 
even at the lowest light intensities. With the increase in light intensity 
the decrease in the rate with time became more drastic, and at 2,100 foot- 
candles the rate for the 3rd hour constituted only 46 per cent of the 
corresponding rate for the 1st hour of measurements. 
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A comparison of cells of only two developmental stages does not 
produce a complete description of variations in the photosynthetic 
activity in the course of an experiment as they are affected by the develop- 
mental status of cells. However, previous studies on synchronized algal 
populations in an acid medium (SoroxKrn 1960c) and in carbonate- 
bicarbonate buffer No. 9 (SoroKIN 1961b) permit a safe prediction that 
also in bicarbonate buffer the upward tendency and the responsiveness 
of the rate of the gas exchange to the increase in light intensity will be 
stronger in cells in a developmental stage intermediate to those of 
0-hour and 6-hour cells. The downward tendency accentuated with the 
progress in cell development and with the increase in light intensity can 
be expected to be expressed more in cells older than 6 hours and at light 
intensities higher than 2,000 foot-candles. 


Discussion 

Studies on synchronized algal suspensions revealed variations in the 
time course of photosynthetic gas exchange (SoRoKIN 1960a, b, c, and 
1961 a). The initial rate, measured for the first portion of a photosynthetic 
experiment, and the change in the rate with time greatly depend on the 
developmental status of cells (SorokrIN 1960a and b), on the environ- 
mental factors operating during observations (SoROKIN 1960c¢ and 
1961a), and on the history of cells prior to photosynthetic measurements 
(Sorok1n 1958). In younger cells the rate of the gas exchange may 
steadily increase under favorable conditions. In older cells and/or under 
less favorable conditions the photosynthetic activity gradually declines in 
the course of measurements. 

The recorded changes in photosynthetic activity were interpreted as 
indications of two reactions essential to the photosynthetic process 
(Soroxtn 1960a). In one reaction some vital participants of the process 
are used up, inactivated, or destroyed. In another reaction the essential 
constituents of the photosynthetic mechanism are built up or activated. 
The actual rate of the gas exchange at any moment of observations is an 
outcome of competition between these two reactions. A rate which is more 
or less constant with time does not indicate an absence of these two reac- 
tions but rather implies that they are in more or less perfect balance 
with each other. As a result of the predominance of one or the other 
of these reactions photosynthetic machinery is either built up or pulled 
down. An attempt was made to account for variations in the rates of these 
constructive and degradation processes by associating them with expected 
changes in anabolic and catabolic processes in the course of cell develop- 
ment. 

The downward reaction was observed to be intensified by the increase 
in light intensity and with the progress in cell development, The rate of the 
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upward reaction first increased in the course of cel] development and then 
declined toward the end of the life cycle. The increase in light intensity 
was favorable for the upward reaction up to a certain saturation level. 
With further increase in light intensity the upward reaction showed signs 
of inhibition. As a result, the highest expression of the upward reaction 
was recorded for cells of intermediate age and at certain optimal light 
intensities. 

By studying these reactions in phosphate buffer at acid py, it became 
possible to separate them from each other in time (SoROKIN 1960a and 
b). The rate of gas exchange in cells of intermediate age declined during 
the first portion of a photosynthetic experiment. This decline was assumed 
to be an indication of the prevalence of the downward reaction. After 
reaching a low point, the rate started to rise, and in some experiments it 
eventually reached the level of the initial rate or even surpassed it. This 
recovery of the rate was understood to be a result of the preponderance 
of the upward reaction. At any moment of observation separation of these 
two reactions was probably not complete. The outcome of the competi- 
tion between them resulted in the prevalence of either the upward or the 
downward trend in the rate of gas exchange. 

A separation of these two reactions was not achieved in studies of 
the phenomenon in Warburg’s carbonate-bicarbonate buffer No. 9 at 
39° C (Soroxkin 1961b). Carbonate-bicarbonate buffers were shown to 
be unfavorable for photosynthetic activity (EMERSON and LEwis 1941, 
Warsure 1948, Ricke 1949, Warspure et al. 1951 and 1952). The 
inhibitory effects of the carbonate-bicarbonate buffers were ascribed to 
their unphysiological chemical composition, osmotic pressure, and py 
(WarBure 1948). Later, to these causes were added the unfavorable 
effects of centrifugation (WARBURG and GELEICK 1951) and of washing 
the cells (WARBURG et al. 1952). Even washing in distilled water was 
found to inhibit photosynthetic activity. Washing the cells in carbonate 
buffers was more inhibitory (WARBURG et al. 1952). The unfavorable 
effects of centrifugation on photosynthesis were denied by CLENDENNING 
and Brown (1956), who subjected Chlorella pyrenoidosa and Nostoc 
muscorum to more drastic and more prolonged centrifugation than has 
been common in photosynthetic measurements. 

The bicarbonate buffer employed in these investigations has a py (6.9) 
much closer to the optimum for Chlorella growth and photosynthesis 
than that of Warburg’s buffer No. 9. Due to more favorable physiological 
conditions the initial rates in the bicarbonate buffer were invariably 
higher than the corresponding rates in buffer No. 9 (Fig.5). The effects of 
the developmental status of cells and of light intensity on the time course 
of photosynthesis were generally similar in bicarbonate buffer to those 
in buffer No.9 (Soroxry 1961b) and in phosphate buffer (SoroKIN 
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1960a, b, c, and 1961a). In younger cells the balance between the upward 
and the downward reactions was in favor of the upward reaction. A 
preponderance of the upward reaction over the downward reaction 
increased with the progress in cell development and was highest in cells 
of some intermediate age—probably younger than 4 hours—for the 
strain and conditions employed in these investigations. In the course of 
a photosynthetic experiment the rate of the gas exchange, however high 
it is at the start of measurements and however fast is its increase during 
the first portion of observations, eventually declines, indicating that the 
upward reaction is gradually superseded by the downward reaction. 

With further progress in cell development the balance between the 
upward and the downward reactions gradually tips in favor of the 
downward reaction: the rate of the gas exchange starts to decline from 
the very beginning of observations, and with time the prevalence of the 
downward reaction becomes more and more pronounced. 

The effects of light intensity are such that in cells with a vigorous 
capacity for the upward reaction the increase in light intensity favors, 
within limits, the upward trend in the gas exchange. Beyond these 
limits oversaturation with light energy and a decline in the rate of gas 
exchange are observed in the course of an experiment. 

In cells of progressively later developmental stages the upper level of 
light intensity which still favors the preponderance of the upward 
reaction shifts steadily to lower light intensities until in cells which are 
close to the end of the life cycle the downward reaction becomes prevalent 
even at the lowest light intensities. The rate of the gas exchange starts 
to decline from the start of observations and reaches, with time, a low level. 

Once started, the decline in the rate of the gas exchange could not be 
reversed. No recovery of the rate in the course of measurement was 
observed in the bicarbonate buffer. In this respect the course of events in 
bicarbonate buffer was similar to that in buffer No. 9 (SonoK1n 1961b) 
and different from that in phosphate buffer (SoroKIN 1960a, b, c, and 
1961a). Therefore, separation of the upward and the downward re- 
actions from each other in time, demonstrated in phosphate buffer, was 
not achieved in bicarbonate buffer. This difference might be due to the 
absence of phosphorus from the bicarbonate buffer or to differences in 
pu and other properties of these two buffers. Basically it was probably 
due to the difference in the subtile mechanism of timing of these two 
reactions in the course of observations under different conditions. 


Summary 
Photosynthetic gas exchange in synchronized cultures of the high- 
temperature strain Chlorella 7-11-05 was studied in bicarbonate buffer at 
pu 6.9. Two reactions previously theorized as basic to the changes in the 
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time course of the gas exchange during a photosynthetic experiment 
were found to depend in bicarbonate buffer, also, on the developmental 
status of cells and on light intensity. 

At any moment of observation the recorded rate of the gas exchange 
is an outcome of the competition between these two reactions. In younger 
cells a balance between the constructive and the destructive reactions 
is in favor of the constructive reaction, and the rate of the gas exchange 
increases in the course of the experiment. In older cells the balance 
between these two reactions gradually tips in favor of the destructive 
reaction, and the rate of the gas exchange declines with time. 

In cells with a predominance of the destructive reaction the increase 
in light intensity favors the downward trend. In cells with a vigorous 
capacity for the constructive reaction the increase in light intensity 
favors, within limits, the upward trend in the gas exchange. After optimal 
light intensities are reached, a further increase in light intensity may 
bring oversaturation and a decline in the rate of the gas exchange in the 
course of a photosynthetic experiment. A separation in time of the 
upward and the downward reactions from each other in the course of one 
photosynthetic experiment, as it was previously attained in phosphate 
buffer, was not achieved in the bicarbonate buffer. 


This is a scientific Article A 909, Contribution No. 3248 of the University of 
Maryland Agricultural Experiment Station. 
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Berichtigung 


zur Arbeit von BE. G. Prrnasuerm und W. WrussNer ,,Ernahrung und Stoffwechsel 
von Chlamydobotrys (Volvocales)‘‘, Arch. Mikrobiol. 40, 231—246 (1961). 
Auf Seite 240 muB in den Tab. 2 und 3 die Spalte 
, fl O,/mg Trockengewicht - Stunde“ 
heiBen: ,,ul O,/0,1 mg Trockengewicht - Stunde“. 
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